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Le spectre d’hôtes d’un phage est majoritairement déterminé par les adhésines 
phagiques. Leur reconnaissance spécifique des récepteurs situés à la surface bactérienne 
constitue la première étape de l'adsorption des phages. Dans la superfamille des phages de 
Type T4, de telles adhésines sont situées à l’extrémité des fibres caudales longues des phages. 
Parmi les phages du sous-groupe des T-pair, la forme prédominante des adhésines est une 
version codée, par exemple, par le gène 38 des phages T2 et T6. Cette adhésine gp38 est 
composée de quatre Segments HyperVariables (HVS) séparés par cinq Motifs Riches en 
Glycine très conservés (GRM). Cependant, les déterminants de l’adhésine impliqués dans sa 
spécificité et dans le maintien de sa structure sont encore mal connus. 
Le rôle des différents composants (HVS et GRM) de l’adhésine a été examiné par une analyse 
comparative de nombreuses adhésines gp38 de type T2/T6 présentant des différences dans la 
spécificité d’hôte. Une analyse génétique plus approfondie a été facilitée par la construction 
de phage T6 avec des mutations non-sens dans son gène 38. Ces mutants ont alors été utilisés 
pour créer des phages recombinants avec des adhésines gp38 chimériques. Les résultats 
obtenus nous ont permis de confirmer que l’adhésine de Type T2/T6 possède deux domaines 
structuraux : un module  N-terminal d’attachement au reste de la fibre caudale et un module 
C-terminal de spécificité. De plus, une analyse par délétion du module C-terminal de 
spécificité a révélé que la plupart, si ce n’est pas tous, des HVS et GRM sont essentiel pour la 
fonction de l’adhésine du phage T6. Un mécanisme qui modifie la reconnaissance spécifique 
des adhésines, par échange de segments dans le module C-terminal de spécificité, a été décrit. 
L’identification et la caractérisation d’une adhésine de type gp38 a aussi été entreprise, pour 
les phages pseudo T-pair, RB42 et RB43. Dans ces phages, l’adhésine gp38 dispose d'un 
module N-terminal d’attachement similaire à celui de T6, mais son domaine C-terminal 
constitue un nouveau déterminant de la spécificité, non apparenté à celui des phages T-pair. 
Ceci suggère que le caractère modulaire des adhésines semble être une caractéristique 
commune et répandue parmi les phages de la superfamille de Type T4. Une telle conception 
offre sans doute un avantage évolutif significatif permettant de faciliter la création d’une 
diversité dans le spectre d’hôte des phages par échange modulaire. 
Cette analyse de l’adhésine gp38 apporte de nouveaux éléments sur l’interaction entre 
le phage et son hôte bactérien, qui pourraient être exploités pour améliorer la thérapie 
antibactérienne. Par exemple, notre étude sur l’effet d’antibiotique sur le cycle de vie des 
phages révèle que la présence d’une concentration sub-létale en antibiotique permet 
d’augmenter significativement la production de phages par la bactérie infectée. Bien que les 
phages puissent être utilisés seul en alternative à l’antibio-thérapie, l’utilisation de cet effet 
synergique entre phage et antibiotique dans un traitement pourrait s’avérer plus efficace. De 
plus, toute modification de l’adhésine améliorant le spectre d’hôte des phages permettrait 
d'accroître significativement l'efficacité du traitement par thérapie phagique. 





The host range of a phage is determined largely by the phage’s adhesins. Their specific 
recognition of receptors on the bacterial surface is the first critical step in phage adsorption. In 
the T4 phage superfamily, such adhesins are located at the tip of the phage’s long tail fibers. 
How the adhesin protein’s structure determines this specificity is not, however, fully 
understood. The predominant form of adhesin among the closely related T-even phage 
subgroup of the T4 Superfamily is the version encoded by gene 38 in such phages T2 and T6. 
This adhesin is composed of a set of four HyperVariable Segments (HVS) that are separated 
by five highly conserved Glycine-Rich Motifs (GRM).  
The role played by these various gp38 sequences has been examined by a comparative 
analysis of a large series of T2/T6 type gp38 adhesins with different receptor specificities. A 
further genetic analysis of these adhesins was facilitated by the construction of nonsense 
mutations in T6 gp38. These mutants were used to create recombinant phages with chimeric 
adhesin recognition sequences. The T2/T6 type adhesin has a two-domain structure: an N-
terminal tail fiber attachment module and a C-terminal specificity module. An extensive 
deletion analysis of the specificity module revealed that most, if not all, of the multiple HVS 
and GRM elements are essential for adhesin function. A mechanism that alters the adhesins 
recognition specificity by segmental swapping within this modular specificity determinant is 
proposed.  
The identification and characterization of a gp38-like adhesin in the more distantly related 
phages RB42 and RB43 was also undertaken. In these phages, the gp38 adhesin has an N-
terminal tail fiber attachment module similar to that in T6 but its C-terminal specificity 
determinant is novel and unrelated to that of the T-even phages. This suggests that a modular 
design of the adhesin may be a general and widespread feature of among the T4 superfamily 
phages. Such a design presumably offers a significant evolutionary advantage by facilitating 
the creation of diversity in the phage’s host range by modular swapping. 
This analysis of the gp38 adhesin provides new insights into the molecular interaction 
between a phage and its host bacteria, which could be exploited for improving antibacterial 
therapy. For example, our study of the effect antibiotics on phage life cycle revealed that the 
presence of a sub-lethal concentration of antibiotic significantly increases the production of 
phages by infected bacteria. Although the phages could be used alone as an alternative to 
antibiotic therapy, the use of this "Phage-Antibiotic Synergy” could make them more 
effective than if used alone. Obviously, in a Phage-Antibiotic Synergy therapy regime, the 
phages employed could have their therapeutic host range ameliorated by manipulation of their 
adhesin sequences. Such modifications in the treatment protocol might significantly increase 
the efficacy of phage therapy. 
Key words: T4-Type phages, gp38, adhesin, host range specificity, functional analysis 
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PREAMBULE 
Les bactériophages ou phages sont des virus infectant les bactéries. Ils sont omniprésents dans 
la biosphère et constituent l’entité biologique la plus nombreuse de la planète (Wommack et 
Colwell, 2000). Depuis leurs découvertes les bactériophages ont eu diverses utilités. Du fait 
de leurs simplicités structurales et biologiques, ils ont été utilisés comme organisme modèle 
dans la recherche fondamentale. Ils contribuèrent ainsi à la découverte de mécanismes 
moléculaires tels que le rôle de l’ADN porteur de l’information génétique ou l’existence d’un 
ARN messager portant l’information de l’ADN aux ribosomes. Enfin, les bactériophages étant 
capables d’infecter et de lyser des bactéries pathogènes, leur utilisation en thérapie offre des 
possibilités intéressantes. 
Il existe de nombreux types de bactériophages. Ceux concernés par cette étude sont les 
bactériophages lytiques de la série T-pair (T2, T4 et T6). Ils appartiennent à la superfamille 
des phages de type T4 (Desplats et Krisch 2003). Les plus connus infectent des 
entérobactéries proches de la souche bactérienne Escherichia coli mais d’autres membres de 
cette superfamille infectent des hôtes phylogénétiquement plus éloignés comme par exemple 
les Yersinias. Ces virus possèdent une structure commune élaborée. Ils sont composés d’une 
capside et d’une queue contractile. Cette queue complexe est terminée par une plaque 
hexagonale sur laquelle sont fixés six fibres caudales longues (LTF) et six fibres courtes 
(Leiman et al., 2003). Les LTF portent les constituants responsables de la première étape 
d’adsorption spécifique à la bactérie cible. A l’extrémité de chaque LTF se trouve une 
protéine appelée adhésine. Les adhésines du phage ont pour fonction de reconnaître les sites 
appropriés à la surface de la cellule bactérienne cible et d’être responsable d’une grande partie 
de la spécificité du spectre d’hôte (Riede et al., 1987). L’adsorption spécifique sera suivie par 
l’infection de l’hôte, la production de virions et leur libération par lyse de la cellule 
bactérienne. L’interaction entre l’adhésine du phage et les récepteurs bactériens nécessite une 
reconnaissance hautement spécifique. Or les adhésines ont fait l’objet de peu d’études 
approfondies. Ainsi, les régions exactes de l’adhésine responsables de cette reconnaissance 
spécifique et celles impliquées dans la structure tridimensionnelle de la protéine ne sont 
toujours pas connues. La compréhension de ce mécanisme de reconnaissance pourrait avoir 
un intérêt notable dans la recherche fondamentale et appliqué. Par exemple, l’imitation de ce 
mécanisme permettrait de mettre au point des outils de reconnaissance spécifique utilisables 
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dans l’industrie des nanotechnologies. Ces mêmes données pourraient aussi permettre de 
contrôler et de modifier le spectre bactérien du phage en vue d’une utilisation en thérapie. 
C’est dans cette dernière problématique que ce sont inscrits les travaux rapportés dans ce 
mémoire. 
Dans chaque isolat naturel de phage T-pair, on observe des différences dans la séquence de 
l’adhésine (Tétart et al., 1998). Cependant, la majorité des phages T-pairs possède une 
adhésine avec des caractéristiques globales similaires à l’adhésine des phages T2 et T6. En 
effet, l’adhésine gp38 de type T6/T2 présente une organisation particulière composée de cinq 
Motifs Riches en Glycines (GRM) très conservés et de quatre Segments phylogénétiquement 
HyperVariables (HVS). Cependant, très peu de travaux sur le rôle des GRM et des HVS dans 
la fonction de l’adhésine gp38 ont été entrepris à ce jour. Notamment, la question d’une 
corrélation entre la composition en HVS et/ou en GRM de l’adhésine et la spécificité du 
phage pour son hôte habituel et/ou son adaptation à un autre hôte reste ouverte.  
Dans ce mémoire, le Chapitre 1 constitue une introduction aux bactériophages et à leurs 
diversités. Les phages de la Superfamille de Type T4 qui nous intéresse sont présentés. Puis, 
l’interaction entre les phages de Type-T4 et leurs cibles bactériennes est développée. Pour 
cela, l’état des connaissances sur les adhésines phagiques et les récepteurs bactériens reconnus 
sont détaillé. La compréhension du mécanisme contrôlant la reconnaissance et la spécificité 
des adhésines peuvent avoir un intérêt dans certains domaines d’application exposé au cours 
de cette introduction. Dans le Chapitre 2 Partie 1, les travaux de recherches effectués se 
rapportent à l’adhésine gp38, un déterminant de la spécificité des phages de Type-T4. La 
Partie 2 quant à elle, présente des travaux au cours desquelles un phénomène naturel nommé 
« effet PAS » a été découvert et caractérisé. Le Chapitre 3 constitue la discussion générale et 
les différentes perspectives envisageables. 
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PARTIE 1 : PRESENTATION DES BACTERIOPHAGES  
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1.1. DECOUVERTE DES BACTERIOPHAGES 
La découverte des bactériophages s’est déroulée en plusieurs étapes. Dans un premier temps, 
en 1896 le Dr Hankin, en mission en Inde, observa un étonnant phénomène épidémiologique. 
En effet, il démontra que les eaux des deux grands fleuves indiens présentaient des vertus 
antibactériennes et des propriétés prophylactiques contre le choléra. Cette activité 
antibactérienne subsistait après filtration sur de la porcelaine, mais pouvait être inactivée par 
chauffage (Hankin 1896). Ensuite, en 1915, un article publié par Frederik Twort, un chercheur 
anglais, décrivit une substance douée de propriétés antibactériennes sans en définir la nature 
exacte. Dans ce travail, il observa que des colonies de coques pouvaient être rendues 
translucides et liquides par mise en contact avec le filtrat d’une colonie devenue liquide 
(Twort 1915). Enfin, en 1917, Félix d’Hérelle, un chercheur franco-canadien, s’intéressa à 
une épidémie de dysenterie. D’Hérelle montra qu’une culture bactérienne isolée à partir de 
malades était rendue limpide en quelques heures par ajout d’une émulsion filtrée de selles des 
mêmes malades. Il publia ses travaux en concluant que l’agent responsable de la lyse 
bactérienne était un parasite de bactéries, incapable de se multiplier sans elles. Il donna à ce 
parasite obligatoire le nom de « bactériophage » et fit émerger le concept de virus bactérien 
(D’Hérelle 1917). En raison de leur intérêt thérapeutique, il consacra sa carrière à leurs 
isolations et leurs caractérisations. Cependant, la nature virale des bactériophages n’a été 
admise qu’en 1945, grâce à la visualisation directe par microscopie électronique des virions et 
des cellules infectées par ceux-ci (Luria et Anderson 1945). Ainsi, la nature virale des 
bactériophages et leurs spécificités pour les cellules bactériennes ont pu être confirmées.  
Du fait de leurs pouvoirs infectieux sur les bactéries pathogènes, les bactériophages ont été 
utilisés comme moyen thérapeutique. Cependant, de part leur simplicité structurale et 
biologique, les bactériophages ont été choisis comme organisme modèle et comme outils pour 
l’étude des processus fondamentaux du vivant en recherche fondamentale. Aujourd’hui, grâce 
à la propriété du phage à reconnaître spécifiquement ses cibles bactériennes, il apparaît un 
intérêt croissant sur la possible utilisation des bactériophages en médecine ou dans l’industrie 
des nanotechnologies (Debarbieux et al., 2008). 
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1.2. DEFINITION ET NATURE DES BACTERIOPHAGES 
Les bactériophages, ou phages, sont des virus dont la multiplication dépend uniquement de 
l’infection d’un hôte bactérien. Comme tous les virus, bien que les phages transportent toute 
l’information nécessaire pour diriger leur propre reproduction dans l’hôte bactérien, ils n’ont 
pas de machinerie génératrice d’énergie, de transcription ou de traduction. Ainsi,  partout où 
vivent leurs hôtes, ces entités biologiques sont présentes en large nombre (égout, excréments, 
dans les sols, dans les profondeurs des cheminés thermales, dans les eaux naturelles). Leur 
stabilité, couplée à leur rapide reproduction contribuent à leur maintien dans un équilibre 
dynamique avec une population bactérienne large et variée dans n’importe quel écosystème 
naturel. Ces virus, nombreux, ubiquitaires et inertes, sont des éléments biologiques non 
cellulaires, dépourvus de cytoplasme et de noyau.  
Les phages transfèrent leurs génomes d’une cellule bactérienne à une autre, dans lesquelles ils 
peuvent prendre la direction de la machinerie cellulaire, et par ce processus produire plus de 
phages. Chaque particule phagique (virion) contient deux éléments constants : un génome 
d’acide nucléique (ADN ou ARN) et une structure protéique, ou lipoprotéique, la capside qui 
entoure le génome. L’association du génome et de la capside forme la nucléocapside. Un 
troisième élément, appelé enveloppe, entoure parfois la capside. Les hôtes cibles de chaque 
phage constituent un groupe défini de bactéries. Ce groupe infecté par un même phage peut 
être composé d’une sous-catégorie très limitée d’espèces, ou encore de plusieurs espèces 
bactériennes éloignées. 
1.3. CLASSIFICATION DES BACTERIOPHAGES 
Actuellement, au minimum 5500 bactériophages ont été examinés au microscope électronique 
et présentent des morphologies très diverses (Figure 1).  
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La classification classique des bactériophages prend en compte essentiellement la nature de 
l’acide nucléique et la morphologie du virion. Ainsi, la création de familles a permis de 
classer dans celle-ci des virions caudés, cubiques, filamenteux ou pléomorphiques et pouvant 
posséder un ADN ou un ARN, simple ou double brin (Tableau 1).  
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D’autres ensembles, tel que l’ordre et le genre ont aussi été déterminés par L’ICTV (le 
Comité International de Taxonomie Virale) pour classer chaque espèce virale. Puis 
récemment, grâce à des travaux de génomiques et de protéomiques comparatives la 
classification phylogénétique classique a pu être affinée. Par exemple, Lavigne et. al. (2008, 
2009), a proposé d’unifier les classifications classique et génomique des bactériophages en 
exploitant les données protéomiques. Ces nouvelles approches ont ainsi permise de faire 
évoluer la classification avec, par exemple comme conséquence, la création de sous-familles 
dans la famille des Podoviridae.  L’ICTV a donc établit 1 ordre, 18 familles, 3 sous-familles 
et 51 genres pour classer la majorité des diverses espèces de virus bactériens connus à ce jour 
et cette classification est présentée dans le Tableau 2. 
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1.3.1. LES FAMILLES 
Les phages caudés forment l’ensemble de phages le plus important quantitativement (plus de 
96%). Ils constituent donc l’ordre des Caudovirales qui a été sous divisé  en 3 grandes 
familles phylogénétiquement proches. Les Myoviridae, les Siphoviridae et les Podoviridae. 
Le choix des noms de ces trois familles provient des propriétés de leurs queues. Les 
Myoviridae ont une longue queue contractile et constituent 25% des phages caudés. Les 
Siphoviridae, regroupant 61% des phages, ont une longue queue creuse et non contractile. 
Enfin les Podoviridae qui ont une queue courte non contractile, constituent 14% des 
Caudovirales. (Figure 1 et Tableau 1). 
Contrairement aux phages caudés, les virus cubiques, filamenteux ou pléomorphiques sont 
plus rares et constituent moins de 3,7% des bactériophages. Ces phages sont classés dans 15 
familles. Aucun ordre permettant de les regrouper ne leurs a été attribué en raison de leurs 
extrêmes diversité. Par exemple, Microviridae correspond à la famille des phages les plus 
petits. On trouve aussi, les Tectiviridae qui sont recouverts d’une bicouche protéique. Certains 
phages ont une structure en forme de gouttelette (Guttaviridae). D’autres possédent deux 
queues bilatérales (Bicaudaviridae). Enfin une famille, dont le nom reste indéfini, contient le 
genre Salterprovirus présente une forme ovoïde semblable à la famille des Fuselloviridae. 
1.3.2. LES SOUS-FAMILLES 
Grâce à l’émergence de travaux sur la génomique et la protéomique comparative des phages, 
le concept de sous-famille a été très récemment adopté par l’ICTV (Tableau 2). En effet, la 
création d’une sous-famille est essentiellement basée sur les relations évolutives des génomes 
entre phages appartenant à une même famille. Les sous-familles alors définies portent en 
commun le suffixe « virinae ». Ainsi, dans l’ordre des Caudovirales, la famille des 
Podoviridae qui contient 11 genres différents, présentent maintenant deux sous-familles ; les 
Autographivirinae et les Picovirinae dans lesquelles sont classés respectivement trois et deux 
genres différents. Les autres genres font partie de la famille des Podoviridae mais n’ont pas 
encore de sous-famille attribuée. Gokushovirinae est la troisième sous-famille qui a été créée 
et qui appartient à la famille des Microviridae (Famille dont l’ordre est Non Attribué). 
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1.3.3. LES GENRES 
Les familles et sous-familles pour certains, sont ensuite subdivisées en genres. Le nombre de 
genres par famille est variable selon la quantité des phages qui la composent. Ainsi, les 
phages caudés, les plus nombreux, appartenant à l’ordre des Caudovirales, se répartissent au 
sein de 28 genres. Le nom de genre des familles de ces phages est assez particulier. En effet, 
leur nom correspond à l’espèce de phage la plus connue du genre. Par exemple, les phages de 
la famille des Myoviridae comptent huit genres. Parmi eux le genre des phages de Type-T4, 
porte le nom du phage T4 correspond à l’espèce type la plus connue de ce genre. En ce qui 
concerne les 18 familles n’appartenant à aucun ordre attribué, dix d’entre elles ne compte 
qu’un seul genre dont le nom correspond à celui de la famille suivi du suffixe « –virus » à la 
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place de « -viridae » (exemple ; famille : Corticoviridae - genre unique : Corticovirus) et le 
genre Salterprovirus est l’unique genre présentant une famille Non Attribué à ce jour parmi 
les 18 familles.  
1.3.4. LES ESPECES 
Le nom d’espèce des phages ne répond à aucune règle de nomenclature. Cependant la notion 
d’espèce virale a été introduite par l’ICTV afin de transposer le concept des autres virus aux 
bactériophages. Ainsi une espèce virale correspond à une classe de virus occupant une niche 
écologique particulière et constituant une lignée réplicative. Les critères utilisés sont diverses 
et font intervenir la morphologie, la composition en protéines, la structure de l’ADN, 
l’homologie nucléotidique, le spectre d’hôte et le type du cycle infectieux développé. 
Les bactériophages constituent l’entité biologique la plus nombreuse de la biosphère et 
probablement la plus diversifiée. Ainsi, les phages présentés ci-dessus ne représentent 
certainement qu’une infime fraction de la diversité réelle des phages. En effet, l’estimation de 
la diversité des phages dans la nature reste toujours incomplète car une grande fraction des 
bactéries de l’environnement, et de ce fait leurs phages, ne sont pas cultivables. 
Dans ce réservoir important et très diversifié en bactériophages, les travaux présentés dans ce 
mémoire se sont intéressés aux phages appartenant à la famille des Myoviridae et plus 
particulièrement au genre de Type-T4. Ce genre qui contient de nombreuses espèces 
phagiques porte aussi le nom de Superfamille de Type-T4. Ce terme générique sera donc 
parfois utilisé dans ce mémoire pour désigner le genre des phages de Type-T4. Nous nous 
sommes particulièrement intéressé à cette superfamille car les phages sont des nano machines 
efficace capable d’infecter et de lyser efficacement leurs hôtes bactériens. Cette propriété 
lytique confer aux phages certain potentiel d’utilisation comme agent antibactérien, par 
exemple en médecine dans le cadre d’infection du à une bactérie pathogène récalcitrante aux 
antibiothérapies.  
1.4. LA SUPERFAMILLE DE TYPE-T4 
Cette partie consacrée aux phages de Type-T4, est dédiée à exposer des données sur la 
biologie de ces virus nécessaire à la compréhension de ce mémoire (Karam et al. 1994 ; 
Leiman et al. 2003; Miller et al. 2003). 
1.4.1. DIVERSITE AU SEIN DE LA SUPERFAMILLE DE TYPE-T4 
 17 Introduction Générale 
Historiquement T2, T4 et T6 sont les premiers représentants à avoir été isolés dans le genre 
des phages de Type-T4 (Demerec et Fano 1945). C’est leur forte ressemblance 
morphologique et leur capacité d’échanger des marqueurs génétiques qui avait justifié leur 
regroupement dans un ensemble, nommé « Bactériophages T-pair ». Par la suite tous les 
bactériophages présentant une morphologie proche aux trois phages originaux (ou ayant des 
propriétés sérologiques communes avec ceux-ci) et infectant des bacilles gram négatif étaient 
rattachés à cet ensemble. Mais à cette époque l’analyse morphologique était moyennement 
fiable, et le groupe contenait des phages très hétérogènes d’un point de vue de leur propriété 
sérologique et de leur contenu génomique qui n’était pas caractérisé systématiquement. Puis, 
l’appellation de « Bactériophages T-pair » a été modifiée par « Bactériophages de Type-T4 ». 
Aujourd’hui le terme de « Bactériophages T-pair » ne désigne qu’une petite fraction de la 
population des bactériophages de Type-T4 (voir plus bas). Ce changement fut marqué en 
1997 par la publication d’un catalogue répertoriant tous les bactériophages connu de Type-T4 
(Ackermann et Krisch 1997). Plus d’une centaine d’isolats avec une morphologie bien précise 
ont été sélectionnés. Les phages choisis présentaient tous une tête icosaédrique et une queue 
contractile semblable à celle du phage T4. Trois catégories ont ensuite été crées en fonction 
d’une part de leur ressemblance morphologique à T4 et d’autres part de leur spectre d’hôte. 
Les phages de la première catégorie présentent une morphologie très similaire à celle de T4 et 
se développent sur E. coli ou des entérobactéries proches. La deuxième catégorie est 
composée de phages présentant dans certains cas des différences morphologiques par rapport 
à celle de T4 et qui se développent tous sur des hôtes non-entérobactéries (Acinetobacters, 
Aeromonas, Pseudomonas et Vibrio). La dernière catégorie rassemble les phages dont la 
morphologie est plus éloignée de celle de T4, indépendamment de l’hôte qu’ils infectent. 
Plus tard, l’étude des génomes des bactériophages de la superfamille de Type-T4 disponibles 
en culture a mis en évidence que ceux-ci peuvent être classés grâce à une approche 
phylogénétique. Ce classement est basé sur la comparaison des séquences du gène 23 codant 
la protéine majeure de la capside présente chez tous les phages de Type-T4. A ce classement 
phylogénétique sont ensuite associées les différences morphologiques globales. Ceci a permis 
de définir plusieurs sous-groupes (Figure 2) (Desplats et Krisch 2003).  
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Les phages morphologiquement identiques à T4, infectant des E. coli et dont l’homologie 
avec ce phage est très forte appartiennent au sous-groupe des T-pairs. (Similarité à T4 des 
séquences protéiques de gp23 : >90 %). Le sous-groupe des Pseudo T-pairs rassemble des 
phages, infectant un large éventail d’hôtes, dont l’aspect est identique à T4 mais qui lui sont 
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phylogénétiquement plus distants (Similarité gp23 > 60%). Les phages du sous-groupe des 
Schizo T-pairs sont aussi morphologiquement apparentés à T4. Néanmoins, ils présentent une 
tête plus allongée dans sa partie centrale et, par conséquent, leur génome est plus grand que 
celui de T4 (similarité gp23 >50%). Les Schizo T-pairs, qui ne sont pas des coliphages, 
infectent Aeromonas et Vibrio spp. Enfin, le sous-groupe des Exo T-pairs est caractérisé par 
des phages dont la morphologie est assez éloignée de celle de T4, avec une capside plus 
arrondie et une queue contractile plus longue. Par ailleurs, leur homologie avec le 
bactériophage T4 n’est pas discutée mais est assez faible (similarité gp23 >30%). Ce dernier 
sous-groupe de phages compte parmi ses hôtes des cyanobactéries et des eubactéries 
thermophiles. (Desplats et Krisch 2003; Tétart et al., 2001; Hambly et al., 2001). 
 Grâce au développement des techniques de séquençage des génomes entiers, plusieurs phages 
de Type-T4 ont été analysés, apportant ainsi d’importantes données génomiques sur la 
diversité des phages au sein de la Superfamille de Type-T4 (Filée et al, 2006). Cependant, 
dans la nature leur diversité reste toujours mal connue. Afin d’estimer cette diversité sans 
passer par l’étape de mise en culture, des analyses génétiques du gène 23 ont été faites 
directement sur de l’ADN extrait de l’environnement et amplifié sélectivement par la 
technique de PCR (Polymerase Chain Reaction). Des amorces PCR amplifiant la partie 
centrale du gène g23 ont donc étaient utilisées sur l’ADN des phages appartenant à la 
Superfamille des Type-T4 et sur de nouveaux échantillons marins de diverses provenances. 
Une analyse des amplifiats du gène 23 a ensuite permis de construire un arbre phylogénétique 
(Figure 3) (Filée et al., 2005). Le résultat montre que les phages de Type-T4 semblent avoir 
une distribution dans l’environnement beaucoup plus étendue que celle proposée dans les 
quatre sous-groupes présentés. Ces travaux ont aussi permis d’affiner le classement des 
phages de Type-T4 précédemment classés dans les quatre sous-groupes (T-pair, Pseudo T-
pair, Schizo T-pair et Exo T-pair) et d’identifier cinq sous-groupes supplémentaire (de I à V) 
contenant la grande majorité des nouvelles séquences issues des échantillons marins. Un 
nouveau sous-groupe a été créé et appelé Thermo T-pair, représenté par un Myovirus 
thermophile Rhodothermus marinus disponible en culture et récemment séquencé.  
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Dans le même but de quantifier la diversité au sein de la Superfamille des phages T4, Comeau 
et Krisch ont collecté plus d’un millier de séquences codant pour une protéine semblable à 
celle de la protéine majeur de la capside de T4 (Comeau et Krisch 2008). La majorité des 
séquences sont issues des données métagénomiques provenant de l’expédition « Sorcerer II 
Global Ocean Sampling » (GOS) (Rusch et al. 2007), d’autres séquences ont été obtenues lors 
d’un projet de séquençage à haut débit de nombreux phages en culture (Nolan et al., 2006 ; 
Petrov et al., 2006 ; Comeau et al., 2007), et enfin, les séquences précédemment analysées par 
Filée et. al., ont aussi été comparées. (Filée et al., 2005). Les résultats de l’analyse de ces 
milliers d’homologues de la protéine majeure de la capside fournis une représentation plus 
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complète de la grande diversité au sein de la superfamille du Type-T4. En effet, l’arbre 
phylogénétique obtenu présente de nombreuses et profondes ramifications (Figure 4). 
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 Ces résultats suggèrent fortement que la diversité de cette superfamille n’est pas encore 
complètement délimitée. Il y a certainement beaucoup plus de phages de Type-T4 éloignés 
qui restent encore à découvrir dans l’environnement, avec probablement des spectres d’hôtes 
très diversifiés. Reste maintenant à remplir l’arbre phylogénétique par des phages en culture 
représentants les différents sous-groupes et branchements. 
1.4.2. STRUCTURE DU VIRION 
Les phages appartenant à la superfamille des phages de Type T4 présentent une structure très 
élaborée. Plus de 40% de l’information génétique est dédié à la synthèse et l’assemblage de 
cette structure. La figure 5 représente une structure schématique du phage T4 avec la liste de 
ces composants structuraux. Au cours des dix dernières années, la structure et la fonction de 
plusieurs composants du phage T4 ont été analysés par cristallographie aux rayons X 
(Thomassen et al. 2003; Fokine et al. 2005) et  par électro-microscopie (Leiman et al. 2003; 
Fokine et al. 2004; 2005; 2006 ; Rossmann et al. 2004). Ceci a permis en majorité d’élucider 
la synthèse, la structure et l’assemblage des deux composants majeurs du phage T4 : la 
capside (Rao1 et al. 2010) et la queue ainsi que ses fibres associées (Leiman et al. 2010) 
 
Les phages de Type T4 ont en commun une capside (ou tête) de forme icosaédrique, parfois 
allongée dans sa partie centrale. Elle est constituée de 15 triangles dont 10 sont allongées et 
quasiment équilatérales aux deux extrémités. Les dimensions précise de la capside sont 
légèrement variable parmi les membres de la superfamille, mais chez l’archétype T4 elles sont 
de ~110 nm de hauteur et ~80 nm de diamètre. Cette capside est composée de trois protéines 
essentielles. La gp23, nommée MCP, pour Major Capsid Protein formant un hexamère 
responsable de la formation du réseau hexagonale de la capside. La proteine gp24 qui 
constitue la protéine des sommets, et forme des pentamères sur onze des douze sommets. Puis 
la gp20 constituant la protéine portail forme un dodécamère, qui permet d’attacher la capside 
à la queue contractile et à travers lequel l’ADN phagique pénètre lors de l’encapsidation  et 
sort lors de l'infection. La capside contient également deux protéines de la capside externe 
non essentielles. La protéine Hoc pour  « Highly immunogenic outer capsid » et la protéine 
Soc pour «  Small outer capsid » qui ornent la surface en se liant à la sous-unité adjacente de 
la gp23 pour renforcer la structure de la capside. 
Cette capside renferme un ADN génomique bicaténaire linéaire qui peut lui-même varier 
entre 150 et 250 kpb, entourée d’une série de petites protéines, comme par exemple les 
 23 Introduction Générale 
protéines IP pour « Internal Protein » ou encore la protéine alt,  qui seront injectées avec le 
génome dans le cytoplasme bactérien. Une caractéristique particulière du génome est de 
présenter des redondances terminales aux extrémités du génome de 2,3 à 4,3 kpb produite au 
cours de la réplication. Nous verrons plus que ces extrémités ont un rôle essentiel dans l’étape 
de réplication du génome  phagique. 
A cette capside est fixée, par l’intermédiaire d’un collier, une queue contractile à symétrie 
hélicoïdale. Chez T4, la queue mesure environ 115 nm et est constituée de deux structures 
emboité. La structure externe est une gaine contractile formée par polymérisation de la 
protéine gp18. Ainsi, la queue est recouverte de 24 anneaux hélicoïdale composés chacun de 6 
monomères de gp18. Puis, la structure interne de la queue forme un tube creux composé d’un 
polymère de gp19. Ce cylindre interne forme le canal par lequel l’ADN génomique sera 
injecté. 
Le collier cité ci-dessus est composé de six spicules codés par le gène wac (Letarov et al., 
2005). Ces spicules auraient un rôle de senseur. En effet en l’absence de cellule cible ou 
lorsque les conditions environnementales sont défavorables au développement du phage les 
spicules interagissent avec les six fibres caudales longues. La position conformationelle ainsi 
adoptée permet de protéger les fibres caudales longues de cassures éventuelles et les rends 
incapable de s’adsorber. 
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A l’extrémité de la queue se trouve une plaque basale hexagonale dont la structure complexe, 
variant entre sous-groupes, est composée de 16 protéines et nécessite l’aide de la gp51 et gp57 
pour l’assemblage de cette plaque. Sur cette plaque basale est fixée les six fibres caudales 
longues au niveau des six sommets de l’hexagone via des tétramères de protéines gp9. Les 
fibres caudales longues (ou LTF) constituent les organes de fixation spécifique mais 
réversible à la bactérie cible. Chaque fibre est constituée de quatre protéines : la gp34 sous 
forme d’homotrimère correspondant à la demi-fibre proximale de la LTF, la gp35 
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monomérique qui forme le genou reliant les deux demi-fibres. Puis, les homotrimères de gp36 
et de gp37 formant la demi-fibre distale de la LTF. La majorité des phages de cette 
superfamille (à l’exception du phage T4) possède une 5ème protéine (gp38) appelé adhésine 
qui se trouve à l’extrémité de chaque LTF. L’adhésine gp38, dont on ne connait pas la 
structure, est responsable de la spécificité du spectre d’hôte qui reconnaît les sites appropriés à 
la surface de la bactérie. (Riede et al., 1987). Dans le cas du phage T4 l’adhésine est codé par 
une extension de l’extrémité C-terminale de la gp37 et la protéine codé par le gène 38, 
correspond à une chaperonne permettant le repliement de la gp37. Une autre protéine 
chaperonne la gp57 apparait comme nécessaire pour la trimérisation des gp34 et gp37. 
L’assemblage des deux demi-fibres s’effectue de façon indépendante. L’assemblage de la 
demi-fibre distale commence par le trimère de gp36 qui va se lier à l’extrémité C-terminale de 
l’homotrimère gp37 puis le monomère gp35 vient se fixer au niveau de l’extrémité N-
terminale de la gp36. Immédiatement après l’homotrimère gp37 vient se fixer clôturant 
l’assemblage d’une fibre caudale longue. Bien qu’elles ne soient pas essentielles, les 
protéines, gp69 et les gpwac permettent ensuite l’attachement des LTF au reste de la particule 
phagique. 
Sur la partie inférieure de la plaque terminale, six fibres caudales courtes, constituées 
d’homotrimère de gp12, nécessitent aussi l’intervention de la chaperonne gp57. Ces six fibres 
sont connectées au niveau des six sommets inférieur via des trimères de protéines gp11. Ces 
fibres caudales courtes (ou STF) sont repliées sous la plaque basale lorsque le bactériophage 
n’est pas adsorbé à la surface d’une cellule. Cette position aurait une fonction stabilisatrice de 
la conformation de la plaque. Les STF ont un rôle d’adsorption non spécifique mais 
irréversible du bactériophage à la cellule bactérienne. 
Lors de la fixation des fibres caudales longues aux récepteurs bactériens, induit un 
changement conformationnel de la plaque terminale, provoquant le relâchement des fibres 
caudales courtes qui engendre l’adsorption irréversible du phage à la surface bactérienne. Ceci 
entraîne une cascade de changements conformationnels dont la contraction de la queue puis 
l’injection du génome phagique dans la cellule (Rossmann et al., 2004). Par la suite, le 
génome phagique va s’exprimer et se répliquer. Les morphogénèses de la tête, de la queue et 
des fibres vont se dérouler indépendamment les unes des autres. Lorsque chaque sous-
structure est achevée, l’ADN viral est encapsidé permettant l’assemblage final du virion 
mature. Une fois les virions assemblés, ils sont libérés suite à la lyse de la membrane 
bactérienne (Karam et al., 1994) 
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1.4.3. CYCLE DE DEVELOPPEMENT GENERAL DE T4 
Le phage T4 qui est le phage type du genre qui nous intéresse, est extrêmement bien étudié. 
Son génome est entièrement séquencé et la fonction de la majorité de ses ORFs est connue 
(Figure 6).  Les différentes étapes de son cycle de développement sont bien comprises et 
plusieurs ouvrages lui sont exclusivement dédiés (Molecular Biology of Bacteriophage T4 de 
Karam et al., 1994). Par conséquent, le phage T4 sera pris comme référence pour présenter 
succinctement les étapes de développement des phages de la superfamille de T4. 
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Le phage T4 développe un cycle strictement lytique d’environ 25 minutes lorsqu’il se déroule 
à 37°C chez E. coli. Les principales étapes sont schématisées en Figure 7.  
Le cycle infectieux débute par l’adsorption du phage à la surface de la cellule cible. La 
première adsorption constitue l’adsorption spécifique et réversible du phage à la cellule 
bactérienne. Durant cette étape, l’adsorption nécessite une reconnaissance hautement 
spécifique du récepteur bactérien par les six adhésines du phage situées à l’extrémité de 
chacune des six fibres caudales longues. La deuxième adsorption du phage constitue l’étape 
d’adsorption irréversible du phage à la bactérie. Durant cette étape, ce sont les six fibres 
caudales courtes qui vont se lier irréversiblement à d’autre type de récepteur bactérien. 
L’exposition des six trimères de gp12, jusqu’à lors repliés sous la plaque terminale, seraient 
déclenchée par le changement d’angle qui s’opère entre la gp34 (demi-fibre proximale de la 
LTF) et la gp9 lors de l’adsorption. Ce signal induit une cascade de modification 
conformationelle débutant par la gp9 elle-même, suivi de la gp10 puis gp11, entrainant alors 
le déploiement des gp12. La conformation de la plaque basale est aussi altérée puisqu’elle 
adopte une conformation « étoile » alors que sa forme « normale » correspond à un hexagone. 
L’interaction des gp12 à la surface bactérienne permet de stabiliser la plaque basale en 
conformation « étoile » et conduit à la contraction de la queue du phage. De plus, Les 
changements conformationnels initiés à la périphérie de la plaque terminale seraient ensuite 
propagés vers le centre de la plaque terminale causant le changement conformationnel  des 
gp6, gp25 et gp53 situés au centre de la plaque. Ainsi  est initiée la contraction de la queue. 
  L’ADN viral va alors être injecté dans le cytoplasme bactérien. Pour cela, le processus 
de contraction de la queue est réalisé en tournant et en glissant les sous-unités de gp18 tout au 
long de la queue, en partant de la plaque terminale. Le glissement de cette gaine de gp18 
entraine le tube interne de la queue vers la membrane de l’hôte et permet son interaction avec 
celle-ci. La membrane est ensuite perforée avec l'aide de la gp5 qui va digérée le 
peptidoglycane. La phase intracellulaire du développement de T4 débute alors. 
  La structure virale vidée de son information génétique demeure à l’extérieur de l’hôte. 
Dès que le génome phagique se trouve à l’intérieur de l’hôte, différent mécanisme de défense 
bactérienne tente de stopper la poursuite de l’infection. Il est alors mis en jeu un certain 
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nombre de systèmes réciproque d’attaque-défense dont la première cible est l’acide nucléique 
de l’adversaire.  
Ainsi, lors d’une infection, la première priorité d’un phage va être de contrecarré les stratégies 
bactériennes visant à stopper son développement. Par exemple, E. coli dispose de nombreuses 
enzymes de restrictions et est capable de produire de nombreuses nucléases, constituant une 
des défenses immunitaires contre la présence d’ADN étranger. Pour sa protection, le phage 
possède un génome dont la structure chimique très particulière constitue sa meilleure 
protection. En effet, lors de la réplication, la machinerie utilise des cytosines qui sont 
Hydroxyméthylés, empêchant l’action de certaines enzymes. Ensuite, des glycosylations 
peuvent aussi être rajoutés et vont le protéger de l’action d’autres nucléase. De plus,  le phage 
peut aussi posséder des protéines appelés IP, qui sont préalablement présente dans la capside 
du phage et qui sont injectées avec le génome phagique dans la bactérie. Ces protéines 
permettent de se fixer et inhiber les enzymes de restrictions capables d’attaquer le génome 
phagique et d’autre  type d’IP ont pour fonction de protéger le génome phagique d’attaque de 
nucléases bactériennes (Comeau et Krisch 2005). 
D’autre part, le succès de l’infection repose en grande partie sur la capacité du virus à 
neutraliser les activités métaboliques de la cellule cible et de détourner à son profit la 
machinerie macromoléculaire de transcription et de traduction (Comeau et Krisch 2005). 
Ainsi, très rapidement après l’entrée du génome du phage dans le cytoplasme de la bactérie, 
l’ARN polymérase ADN dépendante de l’hôte commence la transcription des gènes 
phagiques appelés « gènes précoces ». Pour que l’ARN polymérase ADN dépendante de 
l’hôte choisisse préférentiellement de transcrire les gènes phagiques, le phage dispose par 
exemple de la protéine alt présente dans la capside et qui est aussi injecté avec le génome. 
Cette protéine a pour rôle de modifier une sous-unité de l’ARN polymérase par l’ajout d’un 
ADP-rybosyl au niveau d’un résidu acide aminé (Repoila 1995, travaux de thèse). Les 
premiers produits viraux synthétisés lors de l’étape précoce vont bloquer la transcription et la 
traduction des gènes bactériens. Puis, le génome de l’hôte est perturbé par l’action de diverses 
protéines virales, comme par exemple par l’action de la protéine Ndd qui cause une rapide 
déstructuration du nucléoïde bactérien (Bouet et al., 1998). Le nucléoïde va ensuite migrer en 
périphérie au niveau de la membrane interne, et les acides nucléiques, vont être dégradés et 
recyclés par les voies métaboliques au profit du phage par d’autres protéines phagiques 
précocement synthétisé. L’ensemble des systèmes mis en place par le phage constitue des 
 30 Etude de l’interaction Phage-Bactérie : Analyse fonctionnelle de l’adhésine gp38 des phages de Type T4 
déterminants de la spécificité. En effet, ces déterminants permettent aux phages de poursuivre 
avec succès le développement intracellulaire et ainsi d’établir le spectre d’hôte des phages. 
Durant la période précoce de transcription, des facteurs phagiques vont être également produit 
afin de déclencher après deux ou trois minutes d’infection la phase de transcription 
intermédiaire. Durant cette phase, l’expression des gènes codant pour les protéines de la 
réplication, par exemple la T4 polymérase et des protéines par exemple UvsX impliquée dans 
la recombinaison est prédominante. Il est a notée que la réplication et la recombinaison sont 
deux processus intimement imbriquée. En effet, lorsqu’une fourche de réplication, initiée à 
une des origines de réplication, arrive à une extrémité du chromosome linéaire de T4, 
l’extrémité 3’ de la molécule matrice demeure non répliquée et les deux molécules filles 
possèdent donc des extrémités 3’ sortantes. En présence, de protéines virales de 
recombinaison ces extrémités simple brin sont capables d’envahir une région homologue sur 
une autre molécule, ou à l’extrémité terminale redondante de la même molécule. Un structure 
en Y avec une D-loop au point d’invasion est alors formée. Lorsque ces fourches de 
réplication arrivent elles-mêmes à l’extrémité des molécules matrices, elles produisent de 
nouvelles extrémités invasives qui à leurs tour peuvent former des D-loops. Il se crée ainsi un 
réseau complexe de molécules branchées sur lesquelles de multiples fourches de réplications 
fonctionnent. Cela résulte en la production de longs concatémères qui seront clivés et 
encapsidés au cours de la phase tardive de l’infection.  
Des facteurs phagiques nécessaires à la transcription des gènes tardifs, codant en grande 
majorité pour des protéines de la morphogénèse du virion, sont également synthétisés durant 
la phase intermédiaire. Les différentes structures formant la particule phagique (tête, queue, 
plaque basale, fibres caudales) vont être assemblées séparément les uns des autres et ne seront 
associés qu’une fois l’ADN néo-synthétisé encapsidé. Pour finir, environ plus d’une centaine 
de nouveaux virions par cellule sont libérés par lyse de la cellule bactérienne. 
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PARTIE 2 : INTERACTION PHAGE-BACTERIE 
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L’étape de reconnaissance du récepteur bactérien constitue la première étape de l’infection. 
Ce processus dépend d’interactions spécifiques entre des structures protéiques du phage et des 
molécules présentes à la surface de l’hôte appelées « récepteurs ». Chez les phages de la 
superfamille des T4 se sont les extrémités des six fibres caudales longues qui interagissent 
avec les récepteurs bactériens. A l’extrémité de chaque fibre se trouve la protéine clef de 
reconnaissance des récepteurs bactériens appelée « adhésine ». Cette reconnaissance 
spécifique constitue la première étape de l’adsorption qui est réversible et permet le bon 
positionnement de la plaque terminale induisant la seconde étape. Une fois la plaque 
terminale bien positionnée, les fibres caudales courtes sont libérées pour interagir avec d’autre 
type de récepteur bactérien de façon irréversible.  
C’est dans un contexte de surface cellulaire riche et complexe, au milieu de milliers de 
molécules qu’aura lieu l’importante étape de reconnaissance. Ainsi, pour sa survie il est 
indispensable que le phage discerne d’une part l’hôte approprié et d’autre part le récepteur 
bactérien spécifique au milieu d’autre récepteur non spécifique. Mais la spécificité 
d’adsorption dépend aussi de la nature, de la structure, de la localisation et de la densité du 
récepteur à la surface bactérienne. La réussite de cette étape lui permettra alors de poursuivre 
son cycle d’infection afin de produire et libérer de nouveaux virions. Dans la superfamille de 
Type-T4, les récepteurs bactériens majoritairement utilisés peuvent être soit des protéines de 
la membrane externe de différentes fonctions soit des motifs glucidiques du LPS soit les deux. 
Les hôtes des phages de la superfamille de Type-T4 étant des bactéries Gram négatif, seul ce 
groupe de bactérie sera considéré dans ce qui suit. L’enveloppe des bactéries Gram négatif 
sera succinctement présentée, puis les différentes familles fonctionnelles de protéines de la 
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2.1 LA CELLULE HOTE ET SES RECEPTEURS AUX PHAGES DE TYPE-T4 
2.1.1 L’ENVELOPPE DES BACTERIES GRAM NEGATIF (FIGURE 8) 
 
LA MEMBRANE CYTOPLASMIQUE 
La membrane cytoplasmique (notée IM sur la Figure 8) des bactéries a une structure en 
double feuillet lipidique. Celle d’E. coli a été très étudiée. Elle contient des phospholipides, 
principalement des phosphatidyléthanolamines et phosphatidylglycérols, puis des protéines. 
Ces protéines sont porteuses de diverses fonctions ; production d’énergie, export des 
protéines, transduction d’information venant du milieu extérieur, ancrage des pili et flagelles, 
transport sélectif des nutriments et des métabolites. La membrane est aussi le lieu de synthèse 
des composants du peptidoglycane et de la membrane externe. 
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LE PEPTIDOGLYCANE 
Le peptidoglycane forme autour de la cellule un filet à mailles plus ou moins serrées qui 
entoure la bactérie. Ce filet rigide confère à la bactérie sa forme et la protège d’une éventuelle 
rupture en milieu faiblement osmolarisé. La chaine de glycane de ce filet est constituée d’une 
alternance de N-acetylglucosamine (NAG) et d’acide N-acetylmuramique (ANAM). Chaque 
chaine est reliée par de courtes séquences peptidiques permettant de former un réseau 
tridimensionnel. La paroi des Gram négatif possède une fine couche de peptidoglycane située 
dans le périplasme qui correspond à la zone entre la membrane cytoplasmique et la membrane 
externe. En l’absence de peptidoglycane la paroi des bactéries est très fragile mais la cellule 
reste viable. 
LA MEMBRANE EXTERNE 
De façon caractéristique les bactéries Gram-négatives sont entourées d’une membrane externe 
(ou Outer Membrane sur la Figure 8). Bien que cette membrane joue un rôle important dans 
l'interaction des bactéries symbiotiques ou pathogènes avec leurs organismes hôte, le rôle 
majeur de cette membrane est de servir de barrière perméable pour empêcher l'entrée de 
composés toxiques et en même temps permettre l'afflux de molécules de nutriments (Nikaido 
2003). Cette membrane externe est une bicouche asymétrique constituée du côté 
périplasmique de phospholipides, de composition similaire à la membrane cytoplasmique, et 
de lipopolysaccharides (LPS) du côté extracellulaire. On retrouve aussi au niveau de cette 
membrane de nombreuses protéines représentant 50% de la masse de la membrane externe. 
Parmi celles-ci, nombreuses sont des protéines intégrales permettant à la bactérie d’avoir un 
haut niveau de perméabilité. D’autres, plus spécifiques pour un substrat donné peuvent être 
présentes en concentration variable à la surface bactérienne, dépendant des conditions 
environnementales et des besoins spécifiques de la cellule en substrat à transporter (Nikaido 
2003). 
Les protéines de la membrane externe peuvent être classées dans sept familles fonctionnelles : 
1. Les protéines structurales (par exemple OmpA impliqué dans l’interaction avec le 
peptidoglycane), 
2. Les transporteurs non spécifiques passifs qui permettent la diffusion de petites 
molécules hydrophiles < 600 Da (par exemple OmpC, OmpF), 
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3.  Les transporteurs spécifiques passifs (par exemple Tsx pour le transport de 
nucléotides et FadL pour les longues chaines d’acide gras), 
4.  Les transporteurs spécifiques actifs qui sont impliqués dans l’import de grosses 
molécules tel que les complexes fer-sidérophore transporté par la protéine FhuA 
(anciennement nommé TonA), 
5.  Les protéines à fonction enzymatique (par exemple la protéase OmpT), 
6.  Les protéines impliquées dans la relation hôte/pathogène (tel que OmpX de yersinia 
pestis permettant l’adhésion et l’entrée dans la cellule eucaryote cible), 
7.  Les protéines impliquées dans les systèmes de sécrétions de divers composés hors de 
la cellule bactérienne. 
La structure de plusieurs protéines membranaires a été obtenue par cristallographie. Elles sont 
formées de feuillet β, présentent une structure en tonneaux avec des boucles externes 
exposées à la surface de la cellule bactérienne. 
Les LPS, absent par ailleurs dans la nature, forment des complexes macromoléculaires 
présents de manière constitutive dans la membrane externe de toutes les bactéries à Gram 
négatif. Sur le plan structural, les LPS sont constitués d'un lipide A ancré à la membrane et 
d'une partie polysaccharidique débordant la membrane externe. La fraction polysaccharidique 
est constituée d'un noyau (ou core) et d'une chaîne polysaccharidique terminale appelée aussi 
chaîne O spécifique ou antigène O. La structure du core est semblable pour les souches d'une 
même espèce mais variable selon les espèces. Le core comprend deux parties, le core interne 
lié au lipide A et le core externe lié à la chaîne O. L’antigène O spécifique est la partie la plus 
variable du LPS et elle peut différer selon les souches appartenant à une même espèce ce qui 
permet de caractériser des sérotypes. Les différences antigéniques des chaînes O spécifiques 
sont liées soit à la nature des sucres qui composent le chaînon répété soit à leur mode de 
liaison. Cet antigène O joue un rôle important dans l’interaction bactérienne avec les cellules 
hôtes et dans la virulence. Il est parfois indiqué dans le nom des souches comme par exemple 
la souche pathogène E. coli O157. Certaines souches utilisées en routine dans les laboratoires 
ont un antigène O particulier. Par exemple, la souche E. coli K12 ne possède aucune chaîne O 
spécifique et la souche E. coli B ne possède plus la partie la plus distale du noyau du LPS. 
Nous verrons plus bas que pour certains phages cette différence peut entrainer des différences 
dans la reconnaissance spécifique de l’un ou l’autre des souches. 
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L’ensemble des protéines de la membrane externe ainsi que le LPS sont autant de site 
potentiel pouvant servir de récepteurs aux bactériophages. 
2.1.2 LES PROTEINES DE LA MEMBRANE EXTERNE SERVANT DE 
RECEPTEURS 
2.1.2.1 . PROTEINE STRUCTURALE : EXEMPLE D’OmpA 
OmpA 
Dans la superfamille des phages de Type-T4, des travaux ont identifiés la protéine OmpA 
comme étant le récepteur de certains phages, tel que K3 (Morona et al., 1984) Ox2 (Morona 
et Henning 1984), M1, ou Ac3 (Riede 1984), (Schwartz et al., 1983). En effet, plusieurs 
mutations, sur des structures de la protéine exposées du côté extracellulaire, ont été identifiées 
comme entrainant la résistance de la souche cible à ces phages. Ces phages appartenant au 
sous-groupe des T-pair, possèdent tous une protéine phagique (adhésine), responsable de la 
reconnaissance du récepteur bactérien, similaire. L’adhésine gp38 de type T2/T6, possédant 
des caractéristiques particulières partagées par ces quatre phages, sera détaillée dans une 
prochaine partie. 
La protéine OmpA fait partie des protéines structurales qui sont bien caractérisée. Cette 
protéine retrouvée majoritairement sous forme de monomère dans la membrane externe d’E. 
coli, possède un rôle dans la stabilité et le maintien de l’intégrité structurale de la membrane 
externes (Wang et al., 2002). Ceci peut s’expliquer par le fait que cette protéine de 325 acides 
aminés est l’une des protéines les plus abondantes de la membrane externe d’E. coli. Les 
gènes de protéines structurales de type OmpA, retrouvées dans la majorité des génomes des 
bactéries Gram négatif séquencés (Nikaido 2003), codent pour des protéines présentant deux 
domaines : un domaine N-terminal enchâssé dans la membrane (Figure 9), et un long domaine 
C-terminal périplasmique. Le domaine N-terminal, composé de 171 acides aminés a été 
déterminé par cristallographie (Pautsch et Schulz 1998 ; Pautsch et Schulz 2000), et par RMN 
(Arora et al., 2001).  
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Il est formé de huit feuillets β transmembranaires antiparallèles et de quatre boucles 
extracellulaires hydrophiles. Le domaine C-Terminal est situé dans le périplasme et se lie au 
peptidoglycane le connectant ainsi à la membrane externe (Koebnik 1995). La surface 
d’OmpA exposant des boucles extracellulaires possède des sites reconnus par les phages K3, 
Ox2, M1, ou Ac3. Des délétions, substitution ou duplication ont été identifiées sur les boucles 
extracellulaires, entrainant la résistance de la souche cible aux phages K3, Ox2, M1 ou Ac3. 
Tout d’abord des expériences réalisées avec des souches E. coli B présentant des boucles 
raccourcies ont montré que pour le phage K3, toutes les boucles (L1, L2 et L3) sauf la boucle 
L4 sont nécessaires pour qu’OmpA soit un récepteur à ce phage (Koebnik 1999).  
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De plus, une série d’expériences a précédemment été effectuée par Morona et al., (1985) avec 
la souche E. coli K12, présentant des mutations ponctuelles d’acides aminés dans la protéine 
OmpA. Ces expériences ont révélés que la mutation des acides aminées, glutamate 68, glycine 
70 présent dans la boucle L2 et l’acide aminé valine 110 présent dans la boucle L3 (boucles 
définit d’après le model à deux dimension d’OmpA de Koebnik 1999 : Figure 9) entraine la 
perte de sensibilité de la souche pour le phage K3, montrant que ces acides aminés sont 
impliqués dans la fonction de OmpA comme récepteur. Les mêmes travaux ont aussi été 
effectués avec Ox2, M1 et Ac3. Pour Ox2, les acides aminés essentiels pour la fonction de 
récepteurs d’OmpA sont les acides aminés Isoleucine 24 et Glycine 28 présents dans la boucle 
L1, les acides aminés Glycine 65, Glutamate 68 et Glycine 70 se trouvant dans la boucle L2, 
et la Glycine 154 dans la boucle L4. Pour M1, la Sérine 108 de la boucle L3 ainsi que la 
même Glycine 154 de L4 trouvé chez Ox2 est impliqué dans la sensibilité de la souche au 
phage M1. Pour Ac3, les mêmes acides aminés présents dans la boucle L2 identifié chez Ox2 
et les acides aminés la Sérine108 et Valine 110 de L3 sont essentiels pour l’adsorption du 
phage à OmpA. Ces résultats montrent aussi que la mutation d’un seul acide aminé peut 
entrainer la résistance de la souche traduisant que l’adhésine du phage n’est plus capable 
d’interagir avec son récepteur. Les phages présentés ci-dessus possèdent une adhésine de type 
T2/T6 avec des caractéristiques communes mais des différences significatives dans la 
séquence primaire sont aussi observables. Avec les différents résultats exposés ci-dessus, on 
peut voir que le nombre d’acides aminés impliqués dans la fonction récepteur d’OmpA n’est 
pas très grand et chaque phage reconnait une combinaison particulière de ces acides aminés 
clefs. Ainsi, bien que les phages reconnaissent un même récepteur chaque phage doit 
probablement trouver à la surface bactérienne les motifs clefs ou probablement les 
conformations adéquates présentes dans le récepteur pour que l’adhésine interagisse avec ce 
dernier. Il est possible que les différences observées entre les adhésines de chaque phage 
soient responsables de la reconnaissance de motifs différents sur le même récepteur bactérien. 
2.1.2.2 . LES TRANSPORTEURS NON SPECIFIQUES PASSIFS  
Ces transporteurs forment un canal dans la membrane bactérienne. Ils permettent la diffusion 
passive suivant le gradient de concentration de soluté de taille inférieur à 600 Da (Nikaido 
2003) et ne présente pas de site de liaison pour leurs substrats. Les protéines majeures de ce 
type de transporteurs rencontrées chez E. coli sont OmpC et OmpF. Ces deux transporteurs 
sont présent en quantité constante à la membrane avec des proportions variables  et possèdent 
tous les deux une fonction de récepteurs à des phages de la Superfamille de Type-T4. 
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OmpC 
T4 et AR1 sont deux phages T-pair utilisant OmpC comme récepteur. Ces deux phages 
possèdent des adhésines dont les caractéristiques sont différentes (chaque type d’adhésine sera 
détaillé dans une prochaine partie).  
Le phage T4 possédant une adhésine de type T4 peut reconnaitre OmpC comme récepteur en 
combinaison avec le LPS. Cependant un type de récepteur préférentiel est observé en fonction 
de la souche bactérienne utilisée. Des expériences ont montrées qu’avec la souche E. coli B, 
le phage T4 reconnaissait préférentiellement le LPS terminé par un glucose et que le récepteur 
OmpC n’était pas essentiel, alors qu’avec la souche E. coli K12 le récepteur OmpC était 
indispensable et le LPS terminé par un résidu glucose supplémentaire et un galactose n’était 
pas essentiel. Toutefois l’absence des deux types de récepteurs provoquait la résistance de la 
souche au phage T4 (Yu et Mizushima 1982).  
Le phage AR1 possède lui, une adhésine de type T6/T2 et est aussi capable de reconnaitre 
OmpC de la souche E. coli O157:H7 (Sung Liang Yu et al., 2000). Bien que les protéines 
OmpC soient relativement bien conservées chez les bactéries gram négatif, des différences 
entre protéine OmpC de la même espèce ont été observés essentiellement dans la boucle L1 et 
L4 (Baslé et al., 2006 ; Sung Liang Yu et al., 1998) et entraine une différence de sensibilité à 
certains phages tel que T4 et AR1. Par exemple parmi l’espèce E. coli, OmpC d’E. coli 
O157:H7 varie d’OmpC d’E. coli K12, par la substitution de 15 acides aminés, l’insertion de 
quatre résidus et la délétion de cinq résidu (situé dans la boucle L4, Figure 10, d’après la 
structure cristallographique d’OmpC de Bastlé et al., 2006). Ainsi, via ces différences le 
phage T4 infecte la souche E. coli K12 mais pas la souche E. coli O157:H7 ; alors que le 
phage AR1 infecte la souche O157:H7 mais pas E. coli K12. Les phages AR1 et T4 
reconnaissent tout les deux la protéine OmpC. D’après ces résultats, on peut supposer que les 
différences en acides aminés présentes sur les OmpC de différentes bactéries soient 
directement impliquées dans les différences de spectre d’hôte des phages. 
La fonction principale d’OmpC est d’assurer l’entrée de molécules en fonction de la masse 
moléculaire et du gradient de concentration. Les ions et solutés hydrophiles préférentiels 
d’OmpC sont des cations plutôt que des anions et leurs tailles n’excèderaient pas 500 Dalton 
(Nikaido 2003). La protéine OmpC est codée par le gène ompC rencontrée dans de nombreux 
génomes d’entérobactéries. Cette protéine fait partie des protéines transmembranaires dont la 
structure cristallographique a été résolue chez E. coli. La protéine OmpC se présente en 
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homotrimère (Figure 10 a) dans la membrane externe grâce à des interactions hydrophobes 
entre des feuillets β se situant en surface. Chaque monomère est constitué de 16 feuillets β 
antiparallèles (Figure 10 b), avec de courtes connexions (T1 à T8) entre les feuillets 
transmembranaires situés dans l’espace périplasmique et de longues et irrégulières boucles 
extracellulaires (L1, L2 et L4 à L8) à l’exception de la boucle L3 qui s’étend à l’intérieur du 
tonneau resserrant le pore de celui-ci à mi-chemin.  
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Bien que les motifs exact d’OmpC impliqués dans la fonction de récepteur et que les acides 
aminés de l’adhésine de T4 impliqués dans la reconnaissance n’ont pas été déterminés, des 
éléments de réponses ont été apportés grâce à des analyses bioinformatique des structures par 
docking effectués récemment par Bartual et al., (2010) consistant à prédire l’interaction entre 
l’extrémité de l’adhésine de T4 et l’homotrimère OmpC (Figure 10 c).  Les tests d’accueil 
dans la protéine OmpC ont été effectués avec deux régions de l’adhésine de T4. L’une 
comprend les résidus des acides aminés 811 à 1026 et l’autre correspond essentiellement à 
l’extrémité de l’adhésine exposé et supposé interagir avec le récepteur bactérien (résidu 918 à 
973). Parmi les solutions proposées, deux interactions, frontale ou transversale, sont 
potentiellement pertinentes. Dans les deux cas l’extrémité de l’adhésine gp37 est placée dans 
la cavité extracellulaire d’OmpC. La différence d’angle entre l’interaction frontale ou 
l’interaction transversale avec le récepteur OmpC (Figure 10 c) pourrait correspondre 
respectivement à l’étape de reconnaissance (frontale) puis au changement de conformation de 
la plaque terminale entrainant un changement d’angle d’attachement du phage vers une 
interaction transversale. Grâce à cette analyse plusieurs résidus d’acides aminés aromatiques 
et positifs, exposés en surface de l’adhésine de T4, constituent les premiers candidats pour des 
études de mutagenèse. 
OmpF 
OmpF est l’une des protéines de la membrane externe la mieux étudié structuralement et 
fonctionnellement et présente de nombreuse homologie à OmpC (Figure 11 a). En effet OmpF 
présente une identité de séquence avec OmpC de 60 % et forme aussi une structure en 
homotrimère (Figure 11 b) avec chaque monomère formé de 16 feuillets β antiparallèles avec 
la même particularité d’une boucle L3 resserrant le canal à mi-chemin (Figure 11 c). Sa 
fonction est similaire à OmpC puisqu’il permet aussi la libre diffusion d’ion (préférant 
légèrement les anions par rapport à OmpC) et les solutés hydrophiles (Cowan et al., 1992). 
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Plusieurs phages utilisent la protéine OmpF comme récepteur. C’est le cas du phage T2 
appartenant au sous-groupe des T-pair et possédant une adhésine de type T2/T6. Ce phage 
utilise comme récepteur la protéine OmpF d’E. coli K12 et est aussi capable de reconnaître le 
transporteur d’acide gras FadL qui sera détaillé plus bas. (Riede et al., 1985 ; Black et al., 
1987 ; Hantke 1978 ; Morona et Henning 1986). Bien que les motifs exactes d’OmpF 
impliqué dans la fonction de récepteur bactérien n’est pas été déterminé, il est probable que de 
façon similaire à OmpC, se soient les boucles extracellulaire qui portent les acides aminées 
impliqués dans l’interaction avec l’adhésine. 
2.1.2.3 . LES TRANSPORTEURS SPECIFIQUES PASSIFS  
Pour les substrats en faible concentration dans le milieu extracellulaire la diffusion passive 
non sélective n’est pas adaptée. Dans ce cas, des substrats peuvent être transportés via des 
transporteurs substrat-spécifique qui contiennent des sites de liaison au substrat de faible 
affinité et saturable. 
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FadL 
Nous venons de voir plus haut que T2 est capable de reconnaitre la protéine OmpF mais il a 
aussi été montré que ce phage est capable de reconnaitre FadL. FadL d’E. coli a été identifié 
comme étant un canal de la membrane externe nécessaire pour le transport des acides gras de 
longue chaine comme source de carbone. C’est un transporteur passif à substrat sélectif avec 
une affinité étonnamment grande. La structure cristallographique de cette protéine, d’une 
taille de 446 acides aminés, a été résolue (Van Den Berg et al., 2004 ; Van Den Berg 2005).  
 
Cette protéine monomérique est un tonneau composé de 14 feuillets β antiparallèles et un 
domaine de 42 résidus d’acides aminés en N-terminal qui bouche le tonneau (Figure 12). Des 
expériences menaient par Cristalli et al. (2000) ont montré qu’un peptide de FadL contenant 
les résidus acide aminé de 28 et 160 permettait d’inactiver le phage T2. Ceci suggère que cette 
région de FadL contiendrait les sites de reconnaissance de l’adhésine pour la fixation du 
phage T2. A ce jour, aucun mutant de spectre T2 pouvant infecter une souche délétée des 
récepteurs OmpF et FadL n’a été obtenu. Par conséquent, les motifs de l’adhésine 
responsables de la reconnaissance du récepteur bactérien reste à ce jour indéterminé. 
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Tsx 
La protéine Tsx est présente dans la membrane de nombreuses bactéries gram négatif et a 
pour fonction première de transporter les ribonucléosides et les désoxyribonucléosides 
(Hantke 1976 ; Manning et Reeves 1978 ; Nikaido 2003). Elle est assez bien conservée chez 
les entérobactéries et possède des homologues plus éloignés comme par exemple OmpK chez 
les Vibrio qui servent par exemple de récepteur au phage Schizo T-pair KVP40. La protéine 
membranaire Tsx, codé par le gène tsx (récepteur pour le phage T-six) possède elle, la 
fonction de récepteur à certains phages du sous-groupe des T-pair, comme par exemple le 
phage T6 pour la souche E. coli K12 (Hantke 1976 ; Manning and Reeves 1976). 
 
Ce canal protéique de 270 résidus acides aminés forme chez E. coli un monomère de 12 
feuillets β antiparallèles avec 6 longues boucles extracellulaires (L1-L6) et une courte région 
périplasmique (Figure 13) (Jiqing Ye et Van Den Berg 2004). Des travaux de Schneider et al., 
(1993) ont permis de montrer que les mutations des acides aminés Asn 249 et Asn 254, situé 
sur la boucle L6 (boucle définit d’après la structure cristalline de Tsx résolu par Ye et Van 
Den Berg 2004 : Figure 13), conféraient à la souche la résistance au phage T6. D’autres 
travaux (Nieweg et al., 1997) ont montré que la délétion de huit résidus acides aminés (Ser 
199 à Ile 206), situé sur la boucle L5 (boucle définit d’après la structure cristalline de Tsx 
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résolu par Ye et Van Den Berg 2004 : Figure 13) entraine aussi la résistance de la souche aux 
phages spécifiques aux récepteurs Tsx. Les acides aminés identifiés et situés sur la boucle L5 
et L6 seraient donc reconnus par l’adhésine du phage T6. En ce qui concerne cette dernière, 
on ne connait toujours pas quels sont les motifs exactes qui seraient impliqués dans la 
reconnaissance de la protéine Tsx. 
2.1.2.4 . LES TRANSPORTEURS SPECIFIQUES ACTIFS  
Comme pour les transporteurs spécifiques passifs, ces protéines sont impliquées dans le 
transport de substrat en faible concentration et de grosse taille. Toutefois ce type de transport 
qui se produit contre le gradient de concentration, nécessite de l’énergie. 
FhuA 
FhuA est une protéine possédant aussi une fonction de récepteur aux phages. Cependant à ce 
jour, aucun phage appartenant à la superfamille de type T4 n’est connu pour utiliser 
spécifiquement la protéine FhuA comme récepteur. 
La protéine FhuA, (anciennement nommé TonA pour récepteur au phage T one), a pour 
fonction de transporter du Fe3+ à travers la membrane via le complexe fer-sidérophore. Le 
transport de ce siderophore nécessite de l’énergie et puisque la membrane externe ne dispose 
d’aucune source d’énergie, le fonctionnement de ce récepteur nécessite un couplage 
énergétique avec la membrane interne, réalisé par l’intermédiaire du complexe protéique 
TonB-ExbBD (Clarke et al., 2001; Braun et Braun 2002). La protéine FhuA d’E. coli est 
formé d’un monomère de 22 feuillets β antiparallèles et transmembranaire, obstrué par une 
boucle contenant les résidus 19 à 159 (Figure 14) (Locher et al., 1998).  
D’autre phage n’appartenant pas au genre de type T4, utilise cette protéine comme récepteur. 
Par exemple, la boucle L4 a était déterminé comme portant les sites de fixation au phage T1, 
T5 et phi80. Cette protéine possède toutefois une structure en tonneau β, commune à toutes 
les autres protéines décrites ci-dessus. Et de façon similaire aux autres protéines, se sont aussi 
les boucles extracellulaires qui sont la cible des adhésines phagiques lors de l’étape 
d’interaction. Il n’est donc pas exclus que l’on observe, en analysant plusieurs phages de la 
superfamille de type T4, certain phage capable de reconnaître ce récepteur et plus 
particulièrement ces boucles extracellulaires.    
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2.1.2.5 . LE LPS COMME RECEPTEUR 
En plus des protéines de la membrane externe, le LPS est un autre constituant de la membrane 
des bactéries gram négatif pouvant servir de récepteur au phage. Le LPS est un complexe 
macromoléculaire de monosaccharides et d’acides gras constituant chez la souche E. coli 75% 
de la surface. Chez les Entérobactériaceae, le LPS est composé de lipide A, d’un noyau ou 
core, et d’une chaine latérale- l’antigène O. Le lipide A est habituellement un dimère de béta 
1-6-glucosamine relié à des chaines d’acides gras. Le core ou noyau peut être divisé en deux 
parties : (1) un core interne, constitué de monosaccharides [un ou plusieurs KDO (acide 2- 
céto-3-désoxy-octulosonique) et un ou plusieurs heptose (Hep)] invariants au sein d'une 
même espèce bactérienne et (2) un core externe lié à un heptose et constitué de divers 
monosaccharides (Figure 15 a). 
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L’antigène O ou chaîne externe O-spécifique constitue un enchaînement d'unités répétitives, 
elles-mêmes composées de un ou plusieurs monosaccharides différents. La composition de la 
partie polysaccharidique varie d'une espèce à une autre. Cette chaine contient en générale de 
deux à huit résidus de différents sucres pouvant être communs ou rares. Les variations dans 
l’agencement et les liaisons entre ces résidus font de ce constituant exposé à la surface 
cellulaire l’élément le plus variable de la cellule. Il existe chez les Entérobactériaceae environ 
170 Ag O différent. La souche E. coli K-12 possède un LPS dépourvue de chaînes O car la 
souche ne peut pas synthétiser de chaîne O en raison d'une mutation par insertion et produit 
ainsi un type R (Rugueux). Cependant la plupart des souches de type sauvage des membres de 
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la famille des Enterobacteriaceae synthétisent cette chaine latérale. L’autre type de LPS 
possédant le lipide A, le core et l’antigène O est définit comme le type S pour « Smooth » qui 
veut dire lisse (Figure 15 a) (Nikaido 2003 ; Wang et al., 2010).  
Parmi les phages de la superfamille des T4, nous avons vu plus haut que l’adhésine de T4 
interagit avec l’extrémité terminale glucosyl-alpha-1,3-glucose du LPS (Yu et Mizushima 
1982). Le LPS et plus particulièrement la chaine O peut être très spécifique d’une espèce voir 
d’un genre bactérien. Utiliser le LPS comme récepteur peut ainsi être un avantage ou un 
inconvénient pour le phage. En effet, reconnaitre un motif glucidique unique lui permet d’être 
très spécifique pour sa souche cible. Cependant cette forte spécificité peut aussi lui être fatale 
s’il ne trouve pas sa souche spécifique pour se multiplier. Les caractéristiques de la chaine 
latérale O, explique certainement le constat que très peu de phages utilisent le LPS avec un 
motif singulier comme unique récepteur spécifique. Un compromis serait donc que les phages 
ne reconnaissent pas spécifiquement un résidu en particulier mais plutôt une conformation 
spatiale particulière autour des résidus glucidiques terminaux. 
Il est a noté que le LPS joue un rôle dans le maintien de la stabilité de la membrane externe et 
contrairement à des travaux antérieurs (Ried et al., 1990), des mutants présentant des 
délétions des gènes waaG et waaP (Figure 15 b) ne présente pas de diminution du 
pourcentage de protéines présentent sur cette membrane (Yethon et al., 2000). 
2.2 CIBLE BACTERIENNE  
Une bactérie peut présenter à sa surface une grande série de récepteurs chacun reconnus par 
un phage différent. Ainsi une bactérie donnée peut être la cible de plusieurs phages de type T4 
mais aussi de phages appartenant à d’autres genres voir d’autres familles. Les récepteurs 
bactériens, connus à ce jour pour être utilisés par des phages de la superfamille T4 ont été 
détaillée ci-dessus. Dans le cas des protéines membranaires, ces sites d’adsorption possèdent 
une structure commune conservée au cours de l’évolution. Ainsi on peut penser qu’un phage 
peut avoir un large spectre d’hôte en infectant plusieurs souches bactériennes différentes 
ayant des récepteurs phylogénétiquement assez proches.  
Les phages décrits à ce jour présentent une spécificité d’hôte très diverses. Par exemple, les 
phages à queue qui représentent 96 % des phages connu ont pour hôte plus de 120 genres 
bactériens différents. En ce qui concerne les phages de type-T4, les phages du sous-groupe 
des T-pairs ont été isolés sur des Enterobacteriaceae (appartenant à la classe des γ-
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protéobactéries). Parmi eux les phages T2, T4 et T6 sont des coliphages. Ceux du sous-groupe 
des Pseudo T-pair ont aussi pour cibles des Enterobacteriaceae (par exemple : RB49 et RB43 
sont des coliphages) ainsi que plusieurs autres souches de la classe des γ-protéobacteries (par 
exemple : Vibrio, Aeromonas, Pseudomonas). Les Schizo T-pair (sous-groupe 
phylogénétiquement plus distant de T4) infectent essentiellement des souches de la classe des 
α-protéobactéries, mais on trouve aussi des phages comme Aeh1 avec des hôtes parmi les 
gamma-protéobactéries tel qu’Aeromonas. Puis enfin le sous-groupe des Exo T-pair, les plus 
distant de T4, comptent des phages se propageant dans des cyanobactéries. (Ackermann et 
Krisch 1997, Tétart et al., 2001; Hambly et al., 2001). 
2.3 INTERETS DES BACTERIOPHAGES 
Pendant longtemps les bactériophages ont eu une place d’honneur dans la recherche 
fondamentale qui les a utilisés comme organisme modèle. Ils ont ainsi joué un rôle dans de 
nombreuses expériences menant à des découvertes fondamentales de la biologie moléculaire. 
Par exemple, dans l’expérience de Hershey et Chase, des phages ont été utilisés pour 
confirmer la fonction de l'ADN en tant que molécule qui contient l'information génétique 
(Hershey et Chase 1952). Puis, l’existence d’un ARN messager portant l'information de 
l'ADN aux ribosomes a été mise en évidence en utilisant le phage T2 (VOLKIN et 
ASTRACHAN 1952). Enfin, la découverte des enzymes de restrictions bactériennes, ayant un 
rôle protecteur des bactéries lors d’infections phagiques, ont permis à Werner ARBER, Daniel 
NATHANS et Hamilton SMITH d’obtenir le prix Nobel en 1978. Cette découverte sera plus 
tard exploitée comme outils de génie génétique. Parmi d’autres contributions majeures à la 
génétique moderne, on trouve de nombreuses protéines phagiques telle que les ADN 
polymérases et les ligases qui sont utilisées comme outils de bases de la recherche 
fondamentale. Nous venons de voir qu’aujourd’hui encore, les bactériophages sont utilisés 
dans la recherche fondamentale pour l’étude par exemple des protéines membranaires 
bactériennes. 
Cependant les bactériophages lytiques, par exemple ceux de la superfamille T4, ont la 
propriété d’être antibactérien. Ainsi, les phages qui ont un fort potentiel d’utilisation dans 
plusieurs domaines d’applications suscitent un intérêt croissant depuis les années 2000. En 
effet les bactériophages apparaissent comme des outils très attractif que ce soit dans 
l’industrie agroalimentaire pour le contrôle biologique des denrées alimentaires afin 
d’identifier d’éventuelle contamination bactérienne, ou dans le contrôle de l’eau, ou dans la 
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protection des plantes ou encore dans le contrôle environnemental de la microfaune et pour 
finir en médecine dans des applications en thérapie contre les infections bactériennes. 
Quelques applications innovantes seront présentées. 
Tout d’abord l’industrie agro-alimentaire a envisagé d’utiliser les phages lytiques pour 
éliminer les bactéries potentiellement pathogènes. Ce processus de phagoprophylaxie serait 
appliqué dans la chaîne alimentaire depuis les élevages jusque dans l’industrie de 
transformation. En 2006, on observe aux Etats-Unis pour la première fois, l’utilisation d’une 
préparation à base de bactériophages, autorisée par l’autorité administrative FDA (Food and 
Drug Administration). Cette préparation permet de lutter contre la listériose en pulvérisant sur 
la viande un cocktail de six phages non génétiquement modifiés 
(http://intralytix.com/Intral_Food.htm). 
Ensuite d’autres auteurs ont entrepris des travaux sur des enzymes purifiées de phages, 
appelées lysines, en vue de les utiliser comme agent antimicrobien. En effet, toute bactérie 
possède une couche de peptidoglycane qu’un phage doit être capable d’hydrolyser à la fin de 
son cycle infectieux pour libérer sa progéniture. La lyse par les phages fait intervenir deux 
protéines distinctes: la holine, qui est une protéine transmembranaire créant des pores servant 
de transporteur pour la deuxième protéine, la lysine qui a pour cible la couche de 
peptidoglycane. Cette lysine présente souvent la particularité d’être très spécifique pour la 
paroi cellulaire de la bactérie infectée. Les travaux effectués (Fischetti 2005) montrent une 
excellente efficacité des lysines contre les bactéries à gram positif dont le peptidoglycane est 
directement accessible du milieu extérieur. Par contre, ces lysines n’ont aucune efficacité 
contre les bactéries à gram négatif qui elles présentent un peptidoglycane séparé du milieu 
extérieur par une membrane externe. Bien que les lysines phagiques soient spécifiques, 
certaines le sont moins permettant d’envisager l’utilisation d’une même protéine pour lutter 
contre plusieurs souches d’une même espèce (O’Flaherty 2005). A ce jour, l’utilisation de 
telle protéine ont un avantage sur les bactériophages. En effet, la lysine phagique constitue un 
produit totalement identifié et bien caractérisé dont la production peut être facilement 
standardisée. En revanche, comme pour les antibiotiques, il est probable que les bactéries 
parviennent à modifier leurs cibles qui rendraient les lysines moins efficaces. Cependant, les 
travaux effectués à ce jour n’ont pas montré à quelle fréquence une telle résistance pourrait 
émerger.  
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 Enfin, en médecine, les bactériophages offrent des possibilités intéressantes 
d’utilisation en thérapie. L’idée n’est pas nouvelle, puisque après la découverte des 
bactériophages, Félix D’Hérelle proposa de les utiliser pour combattre les infections 
bactériennes. Cependant avec l’arrivée des antibiotiques en 1945, et leurs grandes efficacités 
contre de nombreuses infections bactériennes, l’idée de développer la thérapie phagique a été 
abandonnée. Au même moment, certains pays à l’est du rideau de fer ont décidé de poursuivre 
l’utilisation des bactériophages dans le cadre de thérapie. C’est le cas par exemple, en 
République de Géorgie, à l’Institut George Eliava cofondé par D’Hérelle et Eliava dans les 
années 1920, où la phagothérapie est toujours employée et développée (Kutateladze et 
Adamia 2008 ;  Bradbury 2004). Mais depuis l’émergence de bactéries pathogènes multi-
résistantes aux antibiotiques et l’absence de nouveaux traitements efficaces, l’utilisation des 
phages suscitent un intérêt général croissant dans le monde médical et scientifique. Cet intérêt 
se traduit par la publication de plusieurs articles scientifiques récents évaluant la 
phagothérapie ainsi que l’organisation de colloques internationaux, tel que celui de l’Institut 
Pasteur de Paris en Novembre 2007 faisant le point sur cette méthode (Debarbieux et al., 
2008). Il est à noter que les articles de thérapie phagique actuels traitent principalement des 
cas infectieux causés par des souches récalcitrantes à l’antibiothérapie ou fréquemment 
rencontrées en milieu hospitalier tel que Staphylococcus aureus (Matsuzaki et al., 2003 ; 
Capparelli et al., 2007), Pseudomonas aeruginosa (McVay et al., 2007) ou encore des 
Entérobactériaceae et particulièrement les souches pathogènes Escherichia coli (Tanji et al., 
2005).  
Lors du colloque à l’Institut Pasteur de Paris en Novembre 2007, une équipe de Nestlé® dirigé 
par H. Brussow a exposé son travail sur l’utilisation des phages lytiques de la superfamille du 
Type-T4 dans le traitement des diarrhées infantiles causées par des E. coli entéropathogènes. 
Il est exposé qu’in-vitro un cocktail de ces phages, isolés à partir de selles diarrhéique 
infectées, est capable de lyser plus de 80% des souches entéropathogènes d’E. coli. Des 
observations in-vivo sont ensuite obtenues chez l’homme. Des phages de Type-T4 administrés 
dans de l’eau de boisson, passent dans l’estomac puis l’intestin sans que la plupart des 
bactéries commensales ne soient affectées. Aucun symptôme n’est noté, aucune trace de 
phage n’est retrouvée dans le sang et aucune réponse immunitaire n’est détectée (Bruttin et 
Brussow 2005). Un article plus récent, (Denou et al., 2009) confirme ces résultats chez la 
souris et les complète par une étude du génome de certains de ces phages de la superfamille 
des T4 lytiques. En effet, un cocktail de trois phages administré oralement n’a aucun effet sur 
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la flore microbienne de l’intestin chez la souris et les phages ne sont pas retrouvés dans le 
sang, le foie et la rate. Aucun effet contraignant n’a été observé pendant le mois d’exposition 
à ce cocktail et la recherche d’anticorps anti-T4 dans le sang était négative. Ensuite, plusieurs 
génomes appartenant à des phages de sous-groupes du genre de type T4 ont été analysés 
contre une banque de données de gènes indésirables, tels que des gènes codant pour des 
facteurs de virulence, des toxines ou des mécanismes de résistance aux antibiotiques. Les 
résultats ont montrés que les génomes phagiques de cette superfamille sont en général assez 
conservés et aucun gène indésirable n’a été détecté. Du fait que ces phages, appartenant à la 
superfamille de T4, se propagent uniquement suivant un cycle lytique, les auteurs en 
concluent que de tels phages sont des « tueurs professionnels » et leurs propriétés et 
comportements in- vivo en font de très bons candidats pour une thérapie phagique dirigée 
contre tout pathogènes sensibles à ces phages. 
Au vue des l’avancées actuelles exposées ci-dessus les bactériophages pourraient constituer 
une alternative aux antibiotiques. Toutefois l’utilisation commune des antibiotiques avec les 
bactériophages ne doit pas être écartée. En effet cette solution pourrait présenter plusieurs 
avantages. Tout d’abord, l’action des bactériophages pourraient permettre de diminuer 
rapidement la masse bactérienne qui serait par la suite facilement neutralisée par l’action 
d’antibiotique. La pression de sélection serait ainsi probablement atténuée et pourrait 
diminuer significativement la sélection de bactérie résistante. Ensuite, il est aussi possible que 
grâce à cette action commune phage-antibiotique le traitement soit plus efficace que chaque 
thérapie indépendante. Il serait donc intéressant de déterminer le comportement infectieux des 
phages face à leurs hôtes habituels affaiblies par la présence d’antibiotique. 
L’utilisation des bactériophages dans le domaine médicale présente un intérêt certain et 
prometteur. Cependant il reste beaucoup à faire, notamment au niveau de la réglementation 
pharmacologique. En effet un phage n’est pas un médicament mais une entité biologique qui 
agit sur l’infection en se développant dans l’agent pathogène. Ainsi, la réglementation actuelle 
ne prévoit pas une éventuelle utilisation de virus bactériens comme traitement thérapeutique.  
La classification des bactériophages est en perpétuelle évolution et pour cause de nouveaux 
bactériophages sont découvert et de nouvelles technologies sont développées pour les étudier. 
La classification des bactériophages détaillée en introduction, montre clairement l’existence 
d’un réservoir important et très diversifié en bactériophages. Cependant, seulement une très 
faible partie d’entre eux ont fait l’objet d’études par exemple sur leurs cycles de vie, leurs 
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propriétés, ou leurs caractéristiques génomiques. Ainsi, il est fort probable que de nombreux 
phages, non étudiés, possèdent des propriétés intéressantes exploitables dans la recherche 
fondamentale ou appliquée comme ceux détaillées ci-dessus. 
Parmi les phages les mieux étudiés, ceux appartenant au genre de Type-T4 ont la propriété 
d’être lytique et présente un fort potentiel d’utilisation comme nous avons pu le voir ci-dessus 
par exemple dans le domaine médical. Cependant l’interaction phage-bactérie et plus 
particulièrement les mécanismes contrôlant la spécificité des phages sont encore mal connus. 
La section suivante a pour objectif de présenter l’état des connaissances sur un déterminant 
majeur de la spécificité, l’adhésine, qui interagie avec les récepteurs présent à la surface de la 
membrane bactérienne. 
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2.4 LE PHAGE ET SES ADHESINES 
2.4.1 LES COMPOSES STRUCTURAUX DES FIBRES CAUDALES LONGUES 
Chez les phages de la Superfamille T4, l’étape initiale d’adsorption est effectuée par six fibres 
caudales longues (LTF pour Long Tail Fiber) qui se lient de façon réversible aux récepteurs 
bactériens. Parmi le sous-groupe des T-pairs de la superfamille T4, les LTF mesurent environ 
150 nm de long, 3 à 4 nm de large et sont constituées de deux demi-fibres de taille égale: une 
demi-fibre proximale et une demi-fibre distale, jointes par un « genou ». La demi-fibre 
proximale est un homotrimère de gp34 alors que la demi-fibre distale est constitué d’un 
monomère de gp35 constituant le « genou », de deux protéines homotrimériques gp36 et gp37 
ainsi que d’une protéine supplémentaire gp38, présente à l’extrémité des LTF de certains de 
ces phages comme par exemple T2 et T6 (Cerritelli 1996). Bien que le locus des LTF, 
contenant les gènes 34, 35, 36, 37 et 38 codent pour des protéines de fonctions analogues dans 
les phages T2, T4 et T6, une cartographie des génomes de ces trois phages a indiqué que le 
locus des LTF faisait partie des endroits les plus variables du génome (Kim et Davidson 
1974). Ensuite, il a été démontré qu’à l’extrémité distale de chaque LTF se trouve le segment 
responsable de la reconnaissance spécifique des récepteurs bactériens et que ce segment est de 
loin la partie la plus variables des LTF (Tétart et al., 1998). Ceci peut s’expliquer par le fait 
que dans la fibre caudale longue, la protéine gp34 s’attache à un composé structural conservé 
de la plaque terminale du phage alors que la fonction de l’adhésine est d’interagir 
spécifiquement avec le récepteur bactérien très variable selon les souches cibles. 
2.4.2 LES ADHESINES PHAGIQUES 
La reconnaissance des récepteurs bactériens constitue une étape cruciale dans le cycle 
infectieux du phage. En effet, il est indispensable pour sa survie qu’un phage dispose d’un 
système lui permettant de discerner précisément son hôte habituelle où il pourra se multiplier, 
de tout autre hôte dans lequel l’infection sera abortive. Chez les phages de types T4 la 
spécificité de reconnaissance d’hôte est diversifié. Tous les phages n’infectent pas les mêmes 
espèces bactériennes, et même dans le cas où deux isolats infectent la même espèce, les deux 
phages n’utilisent pas toujours les mêmes molécules comme récepteurs. Le système de 
reconnaissance, dont dispose tous les phages de la superfamille T4, se trouve à l’extrémité de 
chacune des six fibres caudales longues. Or les gènes codant pour ces protéines appelées 
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adhésines sont caractérisés par une très forte variabilité de séquences. Des études menées sur 
le locus des LTF, et leurs adhésines associées de plusieurs isolats de la superfamille ont 
montrés qu’il existait au moins trois groupes : des phages possédant une adhésine de type T4 
(dont le phage de référence est T4), des phages possédant une adhésine de type T6/T2 (dont 
les phages de références sont T6 et T2) et des phages possédant une adhésine putative ni de 
type T4 ni de type T6/T2, comme par exemple RB43. Bien que ces différents types 
d’adhésines servent pour une fonction similaire, leurs structures aux extrémités des fibres 
caudales longues sont non apparentées. 
2.4.2.1 LES ADHESINES DE TYPE T4 
Les phages possédant une adhésine de type T4 ont un locus LTF composé de 5 gènes : 34, 35, 
36, 37 et 38. Dans les phages matures, seules les protéines codées par les gènes 34 à 37 se 
trouvent dans la structure de la LTF, alors que la protéine gp38 a une fonction de chaperonne. 
L’extrémité de la LTF constitue un homotrimère entrelacé de la protéine gp37 (de 1026 acide 
aminé par monomère pour T4) (Bartual et al., 2010) dont sa polymérisation nécessite 
l’intervention catalytique des protéines phagiques gp38 et gp57 (Hashemolhosseini et al., 
1996). 
Chez les phages dont l’adhésine est de Type T4 (comme par exemple chez T4, TuIa, TuIb, 
Sv14) la protéine gp37 (1026 acide aminé pour T4) constitue le déterminant majeur du spectre 
d’hôte du phage. Cependant, toutes les adhésines de type T4 ne reconnaissent pas les mêmes 
récepteurs. Des constructions de phages hybrides et l’analyse de mutant de T4 capables de 
reconnaitre un récepteur inhabituel, ont montré que la région impliquée dans la 
reconnaissance spécifique du récepteur bactérien serait comprise entre les résidus 907 et 996 
de la gp37 (Montag et al., 1990). Ainsi chez les phages possédant une adhésine de type T4, 
c’est la région C-terminale de la gp37 qui porte la fonction d’adhésine et la protéine gp38 ne 
fait pas partie du virion mature. La comparaison des séquences codant la région des adhésines 
de type T4 de plusieurs phages a révélé la présence de sept motifs « His-box » (Figure 16). 
Ces « His-Box » sont caractérisés par une série de motif G--H-X-H (H pour Histidine), 
phylogénétique conservé entre phages possédant une adhésine de même type. De plus des 
expériences chez le phage T4, ont montré que des évènements de recombinaisons avaient lieu 
préférentiellement à proximité ou dans ces motifs particuliers, révélant que ces « His-box » 
constituaient des points chauds de recombinaison (Tétart et al 1996). 
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 D’autre part la structure cristalline de l’extrémité de la gp37 (du résidu 785 à 1026) contenant 
le domaine de liaison au récepteur bactérien a récemment été obtenus (Figure 17) (Bartual et 
al., 2010). La haute résolution de cette structure a permis de révéler la présence de sept ions 
fer coordonnés par des résidus histidine présents dans les sept motifs « His-Box » situés tout 
au long de l’extrémité de la gp37 et dans des régions hydrophobes (Bartual et al., 2010). On 
peut supposer que ces ions aident au maintien de cette structure en aiguille formée de longs 
feuillets β. Dans l’analyse cristallographique de Bartual et al., (2010) il apparait aussi que 
cette structure de l’extrémité de la gp37 est très élaborée. En effet celle-ci est composé d’un 
homotrimère entrelacé, organisé en six longs feuillets β antiparallèles permettant de former un 
domaine globulaire en collier, un long domaine en aiguille et un domaine formant une petite 
tête à l’extrémité de la fibre. Chaque monomère part du domaine en collier jusqu’à la tête et 
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tourne autour de la chaine voisine avant de revenir vers le domaine en collier, localisant ainsi 
les extrémités N- et le C-terminal au niveau du domaine en collier.  
 
A côté du domaine en collier se trouve la région « i.r. » (pour intertwined region) dans 
laquelle 19 résidus entrelacent intimement 6 résidus de la chaine voisine (Figure 17). Cette 
région « i.r. » est ensuite suivie du long domaine en aiguille dans lequel s’alterne des régions 
hydrophiles et hydrophobes. L’extrémité de la fibre caudale longue se termine par une petite 
tête contenant probablement des sites de liaison au récepteur bactérien. L’extrémité 907 à 996 
de la gp37 porte le motif qui interagit avec l’extrémité terminale glucosyl-alpha-1,3-glucose 
du LPS (Yu et Mizushima 1982) et une majorité de complexe protéine-carbohydrate, dont la 
structure a été déterminée, présente un empilement de résidus aromatiques face aux sucres 
(Vyas 1991). Ainsi Bartual et al., (2010) supposent que les Tyrosines (932, 949 et 953) et le 
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tryptophane (936), présents à l’extrémité de la gp37, directement exposés à la surface 
bactérienne pourraient être impliqués dans la liaison au récepteur bactérien. 
2.4.2.2 LES ADHESINES DE TYPE T2/T6 
Les phages possédant une adhésine de type T2/T6 présentent une même organisation 
génomique au niveau du locus LTF que le phage T4 codant aussi pour les protéines gp34, 
gp35 gp36, gp37 et gp38. Contrairement au phage T4, la LTF de ces phages matures est 
composée des protéines gp34 à gp38. En effet, la gp38 n’est pas une chaperonne mais 
constitue la protéine, d’environ 260 acides aminés, qui se lie à l’extrémité la plus distale de la 
fibre. Elle est associée à un homotrimère de gp37 dont chaque monomère est tronqué au 
niveau des 120 derniers acides aminés (Drexler et al., 1986). 
Chez les phages possédant une adhésine de type T2/T6 c’est la gp38 qui porte cette fonction. 
Ainsi l’adhésine, codée par le gène 38 est impliquée dans la reconnaissance hautement 
spécifique du récepteur bactérien qui se trouve à la surface de l’hôte préférentiel du phage. 
Dans chaque isolat naturel de phage T-pair, on observe des différences dans la séquence du 
gène 38 codant la protéine gp38. Néanmoins, certains motifs sont bien conservés. La Figure 
18 présente l’alignement de séquences protéiques du gène 38 de plusieurs phages possédant 
une adhésine de type T2/T6. Une analyse de cet alignement suggère que cette gp38 possède 
une architecture modulaire. Tout d’abord, le domaine N-terminal contenant environ 110 
acides aminés est impliqué dans l’interaction spécifique protéine-protéine avec le domaine C-
terminal de la protéine gp37, codant pour la partie qui relie la LTF à l’adhésine (Drexler et al., 
1986). De plus, les régions N-terminale de gp38 et C-terminale de gp37 peuvent varier d’un 
phage à l’autre mais de façon concerté ce qui suggère qu’elles co-évolueraient. En effet au 
sein de huit phages analysés par Tétart et al., (1998) seulement trois combinaisons des 
séquences C-terminale de Gp37 et N-terminale de gp38 ont été identifiées. Il est possible 
d’expliquer cette co-évolution par le fait que ces deux domaines doivent interagir dans la fibre 
mature. Ainsi, la région N-terminal de l’adhésine constituerait le module d’attachement au 
reste de la LTF. Dans le domaine C-terminal, contenant les résidus environ 110 à 240, se 
trouve une série de cinq motifs différents entre eux mais tous riches en glycines. Bien que la 
séquence de cinq GRM (GRM pour Glycine Rich Motif) soit différente, la synthénie et la 
séquence de ceux-ci entre les phages possédant une adhésine de type T6/T2 est très conservée. 
Ensuite entre les GRM se trouvent quatre segments dont la séquence est phylogénétiquement 
hypervariable. Ces segments sont nommés HVS pour HyperVariable Segment (Figure 18).  
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La séquence du gène 38 chez un certain nombre de mutants du spectre d’hôte dérivé des 
phages T2, K3 et Ox2 ont confirmé que ces HVS sont impliqués dans la détermination du 
spectre d’hôte chez les phages possédant une adhésine de type T2/T6 (Tétart et al., 1998 ; 
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Drexler et al., 1989 ; Montag et al., 1987 ; Riede et al., 1986 a et b ; Hashemolhosseini 1994 
a). D’autres travaux (Tétart et al., 1998) ont permis de générer des adhésines chimériques 
dans sa partie C-terminale par recombinaison entre différent isolat. Certains de ces 
évènements de recombinaison ont généré des phages recombinants dont la spécificité d’hôte a 
été modifiée. L’analyse des mutants possédant une altération dans leur spécificité d’hôte 
présente les HVS comme étant impliqué dans la détermination de la spécificité pour les 
récepteurs bactériens. Ces résultats suggèrent donc que la région C-terminal constitue le 
module de spécificité du phage. D’autre part des observations complémentaires sur 
l’obtention des chimères d’adhésines ont permis de localiser les évènements de recombinaison 
au niveau des GRM. L’existence de ces motifs recombinogènes rappelle fortement celle des 
motifs « His-Box » retrouvé chez les phages possédant des adhésines de type T4 (Tétartet al., 
1996). Ces deux types de motif pourraient donc jouer des rôles similaires, de point chaud de 
recombinaison, chez les deux types d’adhésines. L’ensemble de ces résultats soutient l’idée 
que les phages disposeraient d’un mécanisme spécifique lui permettant d’accéder à un 
répertoire caudale afin de générer de la diversité dans les adhésines soit par mutation ou par 
recombinaison. Ainsi par le biais d’une altération mineure dans leur génome les phages 
seraient capables de modifier leur spectre d’hôte. 
A ce jour, la structure de l’adhésine de type T2/T6 reste à déterminer. Cependant un modèle 
structural hypothétique à deux dimensions a été proposé par Drexler et al., (1989) et il nous a 
semblé plus adapté de présenter ce modèle en perspective (Figure 19 a et b respectivement). 
Ce modèle est basé sur le concept de boucle oméga établie par  Leszczynski et Rose (1986) 
comme étant une nouvelle catégorie de structure secondaire non régulière retrouvée à la 
surface de plusieurs protéines assurant une importante fonction de reconnaissance biologique. 
Dans ce modèle hypothétique, la structure globale de l’adhésine formerait quatre boucles 
oméga. Les cinq GRM formeraient une sorte de noyau ce qui permettrait de rapprocher les 
quatre boucles formées par les quatre HVS. Ainsi les GRM conservés formeraient une 
structure centrale qui présenterait correctement les motifs de spécificité des HVS pour une 
reconnaissance efficace de leurs récepteurs appropriés. 
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 Bien que la structure de l’adhésine reste à déterminer, les motifs particuliers (HVS et GRM) 
portés par des adhésines de type T2/T6 soulèvent plusieurs questions intéressantes. Des 
données montrent que la fonction de reconnaissance de l’adhésine réside la région C-
terminale. Toutefois, très peu de travaux ont été effectués sur l’identification des séquences 
exacts du gène 38 codant les motifs impliqués dans la structure et la fonction de l’adhésine de 
type T2/T6. Des premiers éléments exposés ci-dessus suggèrent que les HVS contiennent les 
motifs de spécificité du spectre du phage alors que les GRM seraient plutôt impliqués dans le 
maintien de la structure et dans les évènements de recombinaison créant de la diversité dans la 
spécificité des adhésines (Tétart et al., 1998). On peut donc penser que les GRM seraient 
responsable de la formation de la structure en forme de boucle oméga et la présentation des 
HVS permettraient une reconnaissance efficace des récepteurs bactériens. L’absence d’un ou 
plusieurs HVS pourrait aussi perturber la structure centrale en la déstabilisant et donc être 
indispensable à celle-ci. Mais le rôle des HVS soulèvent des questions plus complexes. En 
effet, on ne sait pas si chaque HVS porte des motifs de spécificité ou si certains ont un rôle 
plutôt structural. Est-ce que les HVS agissent de concert ou sont indépendants ? Pourrait-il y 
avoir une coopérativité entre les HVS dans leur affinité pour un même récepteur ? Ou bien, 
dans le cas d’un phage qui reconnait plusieurs récepteurs, comment les domaines de 
reconnaissances sont organisés pour adapter la liaison aux différents récepteurs. Et si un seul 
récepteur suffit pour une infection efficace, pourquoi le phage peut posséder des récepteurs 
supplémentaire ou alternatif ? 
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2.4.2.3 LES ADHESINES PUTATIVES 
Il existe d’autres types d’adhésines ne présentant pas les mêmes caractéristiques que celle de 
type T4 ou de type T2/T6. L’analyse du locus des LTF de plusieurs phages appartenant à la 
superfamille des phages de type T4 a révélé un nombre impressionnant d’échanges 
modulaires dans le locus LTF, avec un gradient de plasticité où le gène 34 est le plus conservé 
et le gène 38 le plus divergent (Figure 20 Comeau et al., 2007).  
 
Parmi eux se trouve RB69, un coliphage appartenant au sous-groupe des T-pairs. RB49 et 
RB43 sont des coliphages du sous-groupe Pseudo T-pair. 44RR et 25 sont des phages Pseudo 
T-pairs infectant des Aeromonas et Aeh1 est un Schizo T-pair qui infecte aussi des 
Aeromonas (Tétart et al., 2001). En général, la position de gènes essentiels (par exemple le 
gène 34) dans les génomes des phages de type T4 est fortement conservée. Tous les phages 
analysés ont un locus LTF dans le même emplacement que T4 et contiennent les gènes codant 
pour des homologues des protéines gp34, gp35, gp36 et gp37 des LTF. Cependant, RB43, 
44RR, 25 et Aeh1 ne contiennent, ni dans ce locus, ni ailleurs dans leur génome un gène 38 de 
type T4 ou de type T6/T2. Alors que RB49 présente, en dehors du locus, probablement un 
gène 38 fonctionnel qui présente une forte homologie de séquence avec le g38 du phage K3 
(Desplats 2002). Par contre, en aval du gène 37 des phages RB49, RB43 et 44RR, se trouve 
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une séquence de taille similaire à un gène 38 (Comeau et al., 2007). Par exemple, le phage 
RB43 (Monod et al., 1997) a un gène 38 putatif localisé dans le même emplacement 
génomique que le gène 38 de type T2/T6, immédiatement en aval du gène 37. Mais, il 
coderait pour une adhésine d’un type différent (Comeau et al., 2007). Son domaine N-
terminal permettant la jonction avec le reste de la LTF, est homologue aux adhésines de type 
T2/T6, alors que son domaine C-terminal ne ressemble à aucun motif d’adhésine connue. Les 
phages 25 et Aeh1 sont plus particuliers car ils contiennent deux séquences pouvant être deux 
gènes 38 différents. Cependant, ces séquences d’adhésines putatives ne sont pas apparentées 
au gène 38 mais codent plutôt pour des fonctions inconnues présentes dans d’autres phages. 
Toutefois, on peut soupçonner que ces gènes codent pour des adhésines qui n’ont aucun lien 
phylogénétique avec celles connues dans les phages de type T4. Il est fort probable que 
certains des gènes inconnus présents dans les loci LTF soient des adhésines. Mais il est aussi 
possible que la fonction de l’adhésine de ces phages ait été fusionnée à l’extrémité du gène 37 
et que le nouveau gène en aval ait une fonction chaperonne comme c’est le cas pour le phage 
T4. Cependant, l’analyse des locus ont aussi révélé l’existence de gènes dupliqués, comme 
c’est le cas pour les phages 25 (deux gènes 38 putatifs) et Aeh1 (deux gènes 37 et 38 putatifs) 
(Figure 20). De telles duplications dans le locus LTF pourraient permettre à un phage de 
coder pour deux déterminants de spécificité d’hôte différents. Et ceci pourrait fournir au 
phage un spectre d’hôte plus large. On ne sait pas si, en fonction de l’hôte et des conditions de 
croissance, les deux séries de fibres et leurs adhésines associées ou une seule série sont 
exprimées. L’identification d’adhésines putatives pourrait permettre de mettre en évidence de 
nouveaux types d’adhésines et de nouvelles organisations génomiques dans le locus LTF. 
2.5 ADAPTABILITE DES ADHESINES 
Le spectre d’un phage donné constitue l’ensemble des souches sensibles à celui-ci. Il est 
parfois possible d’observer des variations dans ce spectre. Par exemple, une bactérie peut 
développer un mécanisme de résistance rendant l’infection par le phage impossible. 
Cependant les phages sont capables de contourner ses mécanismes. Ainsi, un phage 
préalablement incapable d’infecter une souche donnée peut assez fréquemment devenir 
infectieux. 
L’adsorption du phage à la bactérie constitue la première étape de l’infection. Durant cette 
étape, les adhésines du phage doivent reconnaître et interagir avec les récepteurs bactériens 
appropriés. Plusieurs mécanismes de résistance bactérienne tentent précisément d’empêcher 
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cette étape. Un premier mécanisme pour devenir résistant à un phage est de modifier le 
récepteur bactérien ciblé par le phage. Pour cela, il suffit qu’une mutation dans le génome 
bactérien induise une modification de la structure du récepteur. Ce changement pourra alors 
entrainer la modification voir la perte des motifs reconnus par le phage. Le second mécanisme 
de résistance consiste à masquer le récepteur cible. Deux cas ont été mis en évidence. Dans le 
premier cas, la cellule hôte produit une lipoprotéine qui masque le récepteur cible et ainsi 
inhibe l’action du phage. Par exemple chez les souches E. coli F+, la protéine membranaire 
TraT, codé par le plasmide F, interagit avec OmpA. Cette protéine OmpA qui est une protéine 
majeure de la membrane externe, est souvent utilisée par les coliphages de type T4. Mais 
lorsque TraT masque une partie d’OmpA, on observe une réduction significative de 
l’adsorption des phages étudiés (Riede et Eschbach 1986). Dans le second cas, la cellule hôte 
peut produire un polymère extracellulaire tel que l’exopolysaccharide afin de créer une 
barrière non-spécifique empêchant l’interaction de l’adhésine phagique avec son récepteur 
bactérien. Dans le troisième mécanisme, la souche peut acquérir la résistance à un phage en 
diminuant ou en supprimant le récepteur cible. En effet, des variations de conditions 
physiologiques peuvent affecter la présence de récepteurs à la surface bactérienne et par 
conséquent influencer l’adsorption du phage comme l’ont montré  certains auteurs (par 
exemple Gabig et al., (2002) et Wegrzyn et al., 2002) dans leurs travaux sur plusieurs phages 
tel que le phage T4. 
Toutefois un phage peut mettre en place des mécanismes pour contourner une résistance 
bactérienne. Grâce à l’hypervariabilité dans la région des adhésines, les variations de 
spécificité peuvent être du à des mutations ou des recombinaisons homologues. 
Dans la situation où la bactérie présente un récepteur cible dont le motif de reconnaissance est 
modifié, des travaux ont montré que des phages mutants du spectre sont capable de 
reconnaitre le même récepteur que le phage parental mais pas nécessairement le même motif. 
C’est le cas du phage K3hx qui est un mutant de spectre du phage K3 utilisant la protéine 
membranaire OmpA comme récepteur mais reconnaissant une partie différente de OmpA 
reconnue par son ancêtre immédiat K3 (Riede et Henning 1985). Dans un autre cas, où le 
récepteur bactérien habituel est inaccessible ou absent, le phage devra réadapter sa spécificité 
afin de reconnaitre un nouveau récepteur. Au cours de plusieurs travaux menés par l’équipe 
de Henning, des mutants de spectre d’hôte du phage Ox2 capables de changer de récepteur 
reconnu à la surface bactérienne, ont été séquentiellement obtenus. Le phage Ox2 est capable 
de reconnaitre son récepteur bactérien habituel OmpA. Puis une série de mutations ont 
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entrainé le changement de spécificité pour le récepteur OmpA vers OmpC, puis OmpP, puis le 
LPS d’E. coli B terminé par deux glucoses et enfin un LPS avec une seule molécule de 
glucose. L’analyse de l’adhésine (de type T2/T6) de ses mutants a montré la présence d’une 
série de mutations dans les HVS.  
Ces observations peuvent s’expliquer par le fait que la majorité des récepteurs bactériens de 
nature protéique reconnus par les phages ont une structure commune ancestrale en forme de 
tonneau avec des boucles extracellulaires. Cette similitude favorise certainement la présence 
de séquences homologues sur différents récepteurs ce qui permet probablement au phage de 
modifier facilement son site de liaison. Des travaux similaires ont aussi été menés sur 
plusieurs phages possédant une adhésine de type T2/T6. Les changements dans la séquence de 
l’adhésine étant survenus dans les HVS les auteurs ont émis l’hypothèse que les HVS 
contiendraient les régions de liaison aux récepteurs bactériens et proposent une similitude aux 
anticorps d’après les travaux de Mian et al., (1991). En effet les acides aminés situés dans la 
région exposée des anticorps ont une nature et une structure permettant de moduler leur 
conformation par une simple mutation afin d’améliorer la reconnaissance de l’antigène. Les 
acides aminés majoritairement représentés, dans la région exposée des anticorps, sont le 
tryptophane, la sérine et l’asparagine. De façon similaire, la majorité des acides aminés 
présents et mutés dans les HVS des adhésines de type T2/T6, observé par Hashemolhosseini 
(1994), sont de même nature que ceux observés pour les anticorps. Ainsi, les HVS pourraient 
être responsable de la plasticité de l’adhésine et permettraient d’améliorer la complémentarité 
de surface avec le récepteur bactérien pour une adsorption efficace comme les sites de liaison 
à l’antigène présent sur les anticorps. 
De plus, la région de l’adhésine étant recombinogène, il est possible de modifier 
artificiellement le spectre d’hôte d’un phage, en échangeant des domaines de spécificité des 
adhésines. De nombreuses expériences, menées par Tétart et ses collaborateurs sur des phages 
de type T4, ont permis de générer de nouvelles spécificités de récepteurs par recombinaison 
homologue dans les régions hypervariables des adhésines. Par exemple les travaux (Tétart et 
al., 1996) montrent que le phage T4 peut recombiner avec un plasmide porteur d’un segment 
de gène g37-38 provenant du génome d’un autre phage de type T4. Le phage utilisé, SV76.3, 
est capable d’infecter la souche Yersinia pseudotuberculosis phylogénétiquement plus distante 
des hôtes habituel de T4. Suite aux évènements de recombinaison homologue avec le 
plasmide, les phages recombinants ont acquis une nouvelle spécificité leurs permettant 
d’infecter la souche Y. pseudotubersulosis. Les même auteurs en 1998 (Tétart et al., 1998) ont 
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analysés plusieurs adhésines de phage de type T4, et malgré les différences existantes dans la 
région des adhésines, des recombinaisons entre segments structuralement homologues ont été 
effectués entre les phages T2, T4 et T6. Des travaux similaires menés récemment par l’équipe 
de Tanji, ont montré qu’il était possible d’augmenter le spectre d’hôte du phage T2 en 
substituant son adhésine par l’adhésine d’un autre phage à très large spectre, en utilisant un 
plasmide porteur de la région codant l’adhésine du phage donné, ou bien en effectuant une co-
infection (Masatoshi et al., 2005 ; Abe et al., 2007 ; Mahichi et al., 2009). L’ensemble de ses 
travaux soutient le caractère recombinogène attribué à la région des adhésines, et suggère que 
les possibilités de variations de spectre des phages sont très diverses. De plus, des travaux 
complémentaires menés par Tétart et al en 1996 ont permis d’observer l’adaptabilité naturelle 
des adhésines. Pour cela, un échantillon de phage T4 a directement été appliqué sur la souche 
Y. pseudotuberculosis qui n’est pas son hôte habituel. Cette expérience a permis de récupérer 
de rares phages T4 mutants de spectre capable d’infecter la nouvelle souche. Les mutants T4 
présentaient des mutations par substitutions et des duplications de motif dans la région de 
l’adhésine de T4. Ceci soutient le caractère hypervariable et adaptable des adhésines 
nécessaire aux phages pour acquérir de nouvelle spécificité. De plus, il ressort de ces travaux 
que la capacité de T4 à étendre son spectre, par des changements dans son adhésine, reflèterait 
que d’un point de vue de l’évolution des phages, il serait trop risqué pour ces derniers de 
limiter leurs spectre d’hôte à une seule espèce bactérienne. Ce qui suggère l’existence d’un 
répertoire caudale ou d’un système de sauvegarde d’urgence, utilisé uniquement lorsque 
l’hôte habituel est absent de la niche. D’autres résultats illustrant ce propos est le 
comportement du phage T4 sur les deux souches E. coli de type B et de type K. Il a été 
montré que T4 reconnait comme récepteur sur la souche E. coli K, OmpC et le LPS mais le 
LPS n’est pas essentiel. Alors que sur la souche E. coli B, le phage reconnait le LPS. 
Néanmoins, la protéine OmpC est constitutivement absente de la membrane externe de E. coli 
B, et sont addition artificielle n’est pas essentielle pour l’infection par le phage. De plus, les 
deux souches ne possèdent pas le même LPS. En effet, pour E. coli B, le résidu glucidique du 
LPS exposé est un Glucose alors que pour E. coli K ce sont 2×Glucose+1×Galactose. Il en 
découle que lorsque le LPS présente un résidu glucidique à sa surface, la protéine OmpC 
devient non essential pour l’adsorption du phage. Ainsi, le phage T4 peu infecter la souche E. 
coli B même si celle-ci ne possède pas le récepteur OmpC spécifique à T4. Le phage T4 
présente donc clairement un système de sauvegarde en remplaçant la protéine OmpC par un 
motif très commun du LPS (glucose) comme récepteurs. 
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Il faut noter que même si ces modifications de spécificité sont réalisées en conditions de 
laboratoire, les mêmes évènements moléculaires menant à des modifications similaires sur les 
adhésines existent certainement dans la nature. Cependant, ces modifications dues à des 
évènements d’interactions inter ou intra-génomique, restent rares et les changements ne sont 
observables qu’à l’échelle de l’évolution. 
C’est ce que suggèrent de plus en plus d’analyses génomiques menées sur de nombreux 
phages qui ont acquis leurs adhésines actuelles par des échanges génomiques. Par exemple, 
l’adhésine du phage T4 qui est localisée à l’extrémité des parties distales des fibres caudales 
longues est codée par le gène 37. Il semblerait qu’un ancien événement de recombinaison 
modulaire au niveau des fibres caudales longues ait remplacé l’extrémité distale du gène 37 
original et son adhésine originale de type T2/T6, visible chez la majorité des phages de type 
T4, par deux séquences présentes chez le bactériophage Lambda (tfa : tail fiber assembly et 
stf : side tail fiber). De plus des travaux de Hendrix et Duda (1992) montrent que sur le phage 
lambda isolé à l'origine par Lederberg en 1951(Lederberg 1951), la fibre caudale était codée 
par un gène stf plus long suivi du gène tfa. Mais un décalage du cadre de lecture du lambda 
actuel produit une protéine stf tronquée, suivi du gène tfa. Le récepteur bactérien reconnu par 
le Lambda actuel est le récepteur LamB dont l’expression n’est inductible qu’en présence de 
maltose et ces mêmes auteurs ont montré que l’adsorption du phage lambda d’origine à E. coli 
est beaucoup plus efficace que celle du lambda actuellement utilisée, même en absence de 
maltose. Donc à ce jour le phage lambda actuel semble utiliser une adhésine dont les 
caractéristiques sont assez différentes de l’original. Or à l’échelle évolutionnaire ce phage n’a 
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2.6  OBJECTIF DES TRAVAUX DE RECHERCHE 
Les phages de la superfamille de type T4 présente la propriété d’être spécifiques et lytiques 
pour leurs hôtes bactériens. Cependant, peu d’études sont menées sur les déterminants de la 
spécificité d’hôtes. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à l’un d’entre eux, 
l’adhésine gp38 de type T2/T6. En l’absence de structure tridimensionnelle de cette protéine, 
nous avons utilisé des méthodes génétiques afin d’identifier les composants de cette dernière 
impliqués dans sa spécificité, dans le maintient de sa structure et dans son adaptation 
éventuelle à d’autre spécificité. 
De telles études sur les déterminants de la spécificité présente un certain intérêt pour une 
éventuelle utilisation des propriétés antibactériennes des phages. En particulier, dans le 
domaine médical, les bactériophages pourraient constituer une alternative aux antibiotiques. 
Cependant, une thérapie combinant phages et antibiotiques pourrait être envisageable. En 
effet, des travaux présentés dans ce mémoire apportent des données favorables à une telle 
application. 
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Résultats Expérimentaux 
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PARTIE 1 : 
L’ADHESINE GP38 DES PHAGES DE TYPE T4 : UN 
DETERMINANT COMPLEXE DE LA SPECIFICITE  
 76 Etude de l’interaction Phage-Bactérie : Analyse fonctionnelle de l’adhésine gp38 des phages de Type T4 
 
Cette partie 1 sera divisée en plusieurs sous-parties : 
En 1.1 sera présenté la construction et la caractérisation de phages  ambre, constituant des 
outils nécessaire pour l’étude de l’adhésine de Type T2/T6. Des premiers éléments de réponse 
seront extraits des résultats lors de la caractérisation des ambres 
En 1.2 sont présentés les travaux sur l’analyse fonctionnelle des adhésines gp38 de type 
T2/T6 de la Superfamille de Type-T4, ainsi que l’identification et la caractérisation de 
l’adhésine des phages RB42 et RB43 d’un nouveau type.  
En 1.3 des résultats complémentaires portant sur l’analyse de la gp38 par délétions d’HVS et 
de GRM seront présentés. 
 
 






1.1. CONSTRUCTION ET CARACTERISATION DE PHAGES AMBRE 
DANS L’ADHESINE gp38 
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1.1.1. STRATEGIE EXPERIMENTALE 
Un axe de l’analyse de l’adhésine gp38 de type T2/T6 a consisté à construire des phages 
recombinants possédant une adhésine modifiée. En effet, des échanges de domaines entre 
phages permettront d’établir la relation entre motifs d’adhésines et un spectre d’hôte. Ou 
encore, des délétions systématiques de GRM ou de HVS dans la séquence du gène 38, 
permettront de déterminer les parties essentielles pour la structure et la fonction de l’adhésine. 
La construction de ces différents types de recombinants est basée sur le même principe : Celui 
de la recombinaison homologue entre, un vecteur porteur d’un gène 38 codant pour une 
adhésine de type T6/T2 modifié et, le gène 38 présent dans le génome du phage choisi comme 
organisme modèle. Ainsi lors de l’infection phagique d’une souche porteuse du vecteur, un 
évènement de recombinaison homologue permettra d’obtenir des phages recombinants 
présentant une adhésine modifiée. Cependant, afin de faciliter l’identification des phages 
recombinants dans la région du gène 38, la construction de phages nommés « ambre » 
présentant un codon stop localisé dans le gène 38 a du être réalisé préalablement. Ainsi, 
l’utilisation de ces phages « ambre » dans la construction des recombinants constitue un 
moyen de criblage direct de ces derniers. En effet, les phages qui ont acquis un gène 38 
modifié ne possèderont plus de mutation non-sens et seront donc capables d’infecter une 
souche non suppresseur de mutation non-sens (su-). L’organisme modèle choisi pour l’étude 
de l’adhésine gp38 de type T2/T6 a été le phage T6 qui possède une adhésine de ce type. Dans 
ce qui suit sera donc présentée la construction de phages T6 g38 ambre ainsi que leurs 
caractérisations qui permirent d’amener des premiers éléments de réponse sur les régions 
indispensables à la fonction de l’adhésine. 
1.1.2. MATERIELS ET METHODES 
Construction des phages ambre 
La stratégie générale de construction des phages ambre est présentée en Figure 21. 
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Le gène 38 sauvage codant pour l’adhésine du phage T6 a été amplifié à l’aide des amorces 
sens FT6 80.11 (5’-CAC TAA AAT TGC TCG CAA AAT TAG T-3’) et antisens FR81 (5’-
CAA CAC CAA ATA GAA TAT CAG AGG G-3’), puis cloné dans le vecteur pGEM-T 
(Promega). Des mutations non sens ont ensuite été introduites dans la séquence codant la 
partie C-terminal par mutagénèse dirigé avec le Kit QuikChange Site-Directed Mutagenesis 
(Stratagene/Agilent Technologies). La paire d’amorces sens T6g38amGRM3F (5’-ATG AGA 
 81 Résultats Expérimentaux 
TTG ACC TTT TAG GGC GGG GGC GGT CGT-3’) et anti-sens T6g38amGRM3R (5’-
ACG ACC GCC CCC GCC CTA AAA GGT CAA TCT CAT-3’) a été utilisée pour 
introduire un codon stop TAG juste en amont du GRM3 (le codon cible est GGC) permettant 
de créer la séquence mutante T6g38amGRM3. De façon similaire, la paire d’amorces sens 
T6g38amGRM5F (5’-CAA GGA TCT GAA TAT TAG GGC GGT GCT GCT GGT-3’) et 
anti-sens T6g38amGRM5R (5’-ACC AGC AGC ACC GCC CTA ATA TTC AGA TCC 
TTG-3’) a permis de créer la séquence mutante T6g38amGRM5 présentant un codon stop 
TAG juste en amont du GRM5 (le codon cible est GAT). Par la suite, les plasmides pGEM-T 
porteur de la séquence mutante T6g38amGRM3 ou T6g38amGRM3 ont été utilisés pour 
transformer les souches compétentes JM109 (Promega). Cette souche a ensuite été infectée 
par le phage T6 sauvage. Dans de rare cas, un faible pourcentage (environ 1%).de virons 
produit lors de l’infection pourront recombiner avec la séquence T6g38am porté par le 
plasmide pGEM-T. On obtiendra ainsi des virions recombinants possédant dans leurs 
génomes une mutation non-sens dans le gène 38. La caractéristique des phages ambre est 
d’être capable de pousser sur une souche su+ tel que CR63 mais pas sur une souche su- tel 
qu’E. coli BE. Ainsi, les virions ambres ont pu être identifié en effectuant, à partir de virions 
recombinants choisis au hasard, des répliques à l’aide de cure dent sur boites contenant une 
tapis de la souche su- (BE) ou su+ (CR63). Afin de confirmer la présence et la place de la 
mutation attendue, le gène 38 de chaque virion identifié comme un phage ambre potentiel a 
été séquencé  
Amplifications des phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 : 
Des amplifications de chaque phage ambres obtenus ont été préparées sur la souche E. coli 
CR63 su+ (suppresseur de mutation non-sens) et sur la souche E. coli BE su- (non suppresseur 
de mutation non-sens). Pour cela, une culture bactérienne de la souche appropriée à 0,2-0,3 de 
densité optique (DO600) a été infectée avec une plage de lyse isolée du phage désiré, prélevé 
sur une boite contenant la souche E. coli CR63 (su+). Le flacon contenant la culture infectée a 
ensuite été remis à incuber sous agitation constante à 37°C entre 1h30 et 3h jusqu’à la lyse 
bactérienne. Par la suite plusieurs gouttes de chloroforme ont été ajoutées au lysat cellulaire. 
Après 30 min à 4°C le surnageant a été récupéré par centrifugation à 2300 x g pendant 10 
min. Quelques gouttes de chloroforme ont ensuite été rajouté à ces amplifications puis ceux-ci 
ont été stocké à 4°C jusqu’à une prochaine utilisation. 
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Analyse du gène 38 des phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 par séquençage : 
Afin de recueillir l’ADN génomiques des phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 pour les 
réactions PCR, un échantillon (100 µL) de chaque amplification de phage est soumis à un 
traitement thermique « hot-cold » (Comeau et al. 2004). Ce traitement consiste à effectuer 
deux cycles de passage à 95°C (2 min) puis à 4°C (2min). Les réactions de PCR, effectuées 
dans un volume total de 50 µL sont effectué avec l’ADN polymérase Taq (New England 
Biolabs). Les conditions PCR ont été les suivantes : dénaturation initial de 2 min à 94°C; 
suivit de 30 cycles de dénaturation à 94°C pendant 30 s, hybridation à 54°C pendant 1 min et 
extension de 1 min à 72°C; puis une extension final de 9 min à 72°C. Le gène 38 des phages 
ambre analysés (T6g38am) a été amplifié avec les amorces sens FT6.80.11 et anti-sens FR81 
présenté précédemment. Les produits PCR ont été déposé sur un gel d’agarose à 1% dans un 
tampon 0,5 × TBE pour une migration électrophorétique de 100 V suivit d’une visualisation 
des fragments d’ADN grâce à la coloration au SYBR Safe (Invitrogen). Les produits PCR ont 
été purifiés à l’aide du Kit de purification QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) et 
séquencés par la société MWG AG (Allemagne). Les séquences du gène 38 des phages T6 
sauvage, T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 ont été assemblés à l’aide du logiciel SeqMan 
(DNASTAR) et l’alignement des séquences finales a été effectué à l’aide du logiciel BioEdit 
v.7 (www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), implémenté par clustalW (Thompson et al. 
1994). 
Cinétique d’adsorption des phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 
La souche E. coli BE en phase exponentionnelle de croissance (DO600=0.2-0.3) a été dilué 
dans du milieu LB afin d’obtenir une concentration finale en cellule bactérienne de 1×108 
CFU mL−1. La culture bactérienne (5mL) a ensuite été infectée par une solution de phage à 
une concentration finale de 1×108 PFU mL-1 afin d’obtenir une MOI de 1 (MOI correspond au 
nombre de phages par bactéries). La solution de phage utilisée correspond à une amplification 
précédemment faite sur la souche E. coli su+ CR63. Le mélange a été incubé à 37°C. Après 
infection, des échantillons de 150 µL ont été périodiquement prélevés dans la glace, puis 
immédiatement centrifugés 1 min à 2000 × g. Des dilutions successives ont été très 
rapidement effectuées pour éviter toute nouvelle adsorption aux bactéries. La titration des 
phages libres présent dans le surnageant a été déterminé par dénombrement sur boite des 
plages de lyse sur la souche E. coli CR63 et le titre des phages obtenu au temps 0 min a été 
défini comme 100% de phages libres. 
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Microscopie électronique en transmission avec coloration négative de l’échantillon: 
Les solutions de phage utilisées pour le comptage sont issues d’amplification effectuée sur la 
souche su- E coli BE. Afin de faciliter le comptage des phages au microscope, une grille avec 
des repères (Finder Grid G200F2) a été utilisée. Cette grille de microscopie de 200 mesh en 
cuivre a été préalablement recouverte d’un film collodion et d’une couche de carbone puis 
ionisée afin de faciliter l’adsorption des particules phagiques. La grille a ensuite été posée 
successivement sur 5µL de solution de phages, sur une goutte d’eau, sur une goutte d’acétate 
d’uranyle à 1% dans l’eau (agent de contraste) et enfin sur une deuxième goutte d’eau. Les 
grilles ont été examinées avec un microscope électronique en transmission Jeol JEM 2100 à 
une tension accélératrice de 100 kV. Les images ont été obtenues grâce à une camera 
numérique GATAN US 1000 avec un agrandissement de 60 000×. Cette procédure a été 
effectuée sur la plateforme IBCG avec la supervision des Docteur Stéphanie Balor et Nacer 
Benmeradi. 
Courbe de survie bactérienne 
La souche E. coli BE en phase exponentionnelle de croissance (DO600=0.2-0.3) a été diluée 
dans du milieu LB afin d’obtenir une concentration finale en cellule bactérienne de 1×108 
CFU mL−1. La culture bactérienne (5 mL) a ensuite été infectée par une solution de phage afin 
d’obtenir une MOI de 2 ou de 13 (MOI correspond au nombre de phages par bactéries). La 
solution de phage utilisé correspond à une amplification précédemment faite sur la souche E. 
coli su- BE. Le mélange a été incubé à 37°C. Après infection, des échantillons de 150 µL ont 
été périodiquement prélevés dans la glace. Le dénombrement des bactéries survivantes a été 
effectué sur boite en milieu LA par étalement au râteau. 
1.1.3. RESULTATS ET DISCUSSION 
1.1.3.1. IDENTIFICATION ET CONFIRMATION DE L’OBTENTION DE 
PHAGES T6 AMBRE 
La construction de phages T6 ambre présentant chacun une mutation non-sens dans le gène 38 
en amont du GRM1, GRM2, GRM3, GRM4 et GRM5 (nommé respectivement 
T6g38amGRM1, T6g38amGRM2, T6g38amGRM3, T6g38amGRM4 et T6g38amGRM5) a 
donc été réalisé afin de visualiser uniquement les évènements de recombinaisons dans le gène 
38. L’utiliser des phages ambre constituent donc un crible pour faciliter la sélection de phages 
T6 recombinants. La construction et l’identification de chaque phage T6 ambre ont donc été 
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réalisées suivant la stratégie générale présentée en Figure 21. L’identification de phage T6 
ambre potentiel a été effectuée grâce à l’étape de répliques de plages de lyses sur un tapis de 
souches E. coli su- puis E. coli su+. Environ 150 plages de lyses ont été testées pour chaque 
construction. A cette étape deux résultats peuvent être obtenus (Figure 22).  
 
Dans le premier cas, un halo de lyse est visible autour de la zone percée lors du dépôt sur la 
souche su+ et sur la souche su-. Dans ce cas le virion choisi au hasard qui a été déposé 
correspond à un phage T6 de type sauvage. Dans le deuxième cas, un halo de lyse est 
seulement obtenu sur la souche E. coli su+. Ce deuxième cas est le résultat typique d’un phage 
recombinant correspondant à un phage ambre potentiel. Une partie de gélose dans la zone de 
lyse a été prélevée afin de récupérer les phages ambre potentiels. A cette étape de réplique, 
deux recombinants testés ont été identifiés comme des phages ambre potentiel 
T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5. Pour les autres constructions, environ 400 plages ont été 
testés ne révélant pas de phages ambres. Le séquençage du gène 38 des phages ambre 
potentiels T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 a ensuite été effectué afin de confirmer et de 
localiser la présence d’un codon stop dans le gène 38 de ces phages. La Figure 23 présente 
l’alignement de séquence nucléotidique du gène 38 des phages ambre obtenus. 
On peut voir que le phage ambre T6g38amGRM3 présente bien une mutation non-sens TAG 
en position 517 qui remplace le codon GGC présent en amont du GRM3. Pour le phage 
T6g38amGRM5, le codon GAT en position 703 en amont du GRM5 a aussi été remplacé par 
un codon stop TAG. Une mutation spontanée modifiant une Sérine en Proline est aussi 
observable en position 607. La présence des codons stop dans la séquence du gène 38 des 
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phages séquencés confirme que les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 sont des 
phages ambre. 
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1.1.3.2. COMPARAISON DES PHAGES T6g38amGRM3 ET T6g38amGRM5 
SUR LES SOUCHES E. coli CR63, DH5α ET BE 
Lorsque l’on obtient un phage ambre il est important de déterminer la fréquence d’apparition 
de phages révertants présentant une adhésine de type T6 sauvage. Ces phages révertants 
pourront présenter, à la place du codon stop, soit un codon identique à la séquence du phage 
T6 sauvage (GGC pour T6g38amGRM3 et GAT pour T6g38amGRM5) soit un codon 
entrainant l’apparition d’un acide aminé différent de la séquence sauvage. Les phages ambre 
ayant une utilisation ultérieure en tant que crible, il est indispensable que le taux de réversion 
soit faible. Afin de déterminer si les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 obtenus 
possèdent cette caractéristique, le taux de réversion a été déterminé. Pour cela, des 
amplifications en milieu liquide des deux phages ambre ont été effectuées sur la souche E. 
coli CR63 (su+). Ensuite l’amplifia obtenu a été titré sur les souches E. coli CR63, DH5α et 
BE. La souche E. coli CR63 est une souche su+ ou suppresseur de mutation non sens, qui 
remplace le codon stop (TAG) par l’acide aminée Sérine (Brenner et al., 1965). La souche E. 
coli DH5α est aussi une souche su+ mais est capable de remplacer le codon stop par une 
Glutamine. Ainsi sur ces deux souches, les plages de lyses correspondent aux phages 
révertants et aux phages ambre possédant une adhésine pleine taille. Par contre, avec la 
souche E. coli BE qui est une souche su- les phages ambre auront une adhésine tronqué non 
fonctionnelle au niveau du codon stop et seuls les phages révertants seront visibles sur cette 
souche. Les titres obtenus sur les souches su+ et su- permettront de déterminer le taux de 
révertants des phages ambre T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5. 
Le Tableau 3 présente le résultat des titres obtenus sur les trois souches pour les deux phages 
T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5, permettant de calculer leurs taux de réversion. Tout 
d’abord nous pouvons constater que les taux de réversions des phages T6g38amGRM3 et de 
T6g38amGRM5 sont respectivement de 8,8×10-6 et de 6,8×10-6. Ces résultats montrent que la 
fréquence de mutations spontanées entrainant la perte du codon stop est faible. Ces résultats 
valident la possibilité d’utiliser les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 comme crible. 
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De plus, la titration des phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 sur la souche su+ E. coli 
DH5α a révélé une information intéressante. En effet si l’on observe les titres du phage 
T6g38amGRM5 obtenu sur les souches E. coli CR63 et DH5α, ils sont tous les deux de 
l’ordre de 1010. Ce qui donne un très bon taux de suppression pour DH5α attendu proche de 1. 
Par contre pour le phage T6g38amGRM3 le titre obtenu sur DH5α est proche du titre obtenu 
sur la souche su- E. coli BE, ce qui donne un taux de suppression de la souche DH5α pour ce 
phage de 8.3 × 10-7. Les résultats obtenus avec le phage T6g38amGRM5 mettent en évidence 
que l’acide aspartique présent en position 235 sur l’adhésine sauvage peut être remplacé par 
une sérine ou une glutamine sans affecter la fonction de l’adhésine. Par contre les résultats 
obtenus avec le phage T6g38amGRM3 montre que la glycine en position 173 normalement 
présente sur l’adhésine sauvage peut être remplacée par une sérine (souche CR63) mais non 
par une glutamine (DH5α).  
On peut donc en conclure que les contraintes, probablement spatiale et/ou chimique, imposées 
au choix de l’acide aminé en position 173 sont plus importantes que celle présente en position 
235. Contrairement à l’acide aminé 235 qui se situe à la fin du domaine C-terminal de 
spécificité, l’acide aminé 173 se trouve dans la partie centrale de celui-ci, juste en amont du 
GRM3 (voir Figure 23 : le domaine C-terminal de spécificité comprend la région englobant 
les GRM et les HVS). On peut donc supposer qu’à cet endroit la structure adoptée par 
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l’adhésine est très importante pour sa fonction et sa spécificité de reconnaissance, et que des 
modifications significatives d’acides aminés ne peuvent pas être tolérées. 
1.1.3.3. ANALYSE DU COMPORTEMENT DES PHAGES T6g38amGRM3 ET 
T6g38amGRM5 SUR LA SOUCHE su- E. coli BE. 
1-Cinétique d’adsorption des phages 
Une des fonctions de l’adhésine est de permettre au phage de s’adsorber à son hôte bactérien 
via les récepteurs de celui-ci. Les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 ont été 
amplifiés sur la souche suppresseur de mutation non-sens (su+) E. coli CR63. Dans ce cas, les 
phages possèdent dans leurs génomes au niveau de leurs gènes 38 un codon stop, mais 
présentent, au niveau de leurs fibres caudales longues, une adhésine entière dans laquelle le 
stop a été remplacé par une sérine. Ainsi les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 
possèdent respectivement une sérine en position 173 et 235, ainsi qu’une proline remplaçant 
une sérine en position 203 (mutation spontanée introduite lors de la construction) pour les 
deux phages (Figure 24).  
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Etant donné que les phages ambre ont une adhésine entière leurs cinétiques d’adsorptions 
devront être identiques ou proches de celle du phage T6 sauvage. Il est aussi possible que les 
changements d’acide aminé entrainent des modifications au niveau de la fonction de 
l’adhésine. Afin d’analyser la capacité des phages ambres à s’adsorber à leurs hôtes habituels, 
des cinétiques sont effectuées sur la souche de référence E. coli BE. 
La Figure 25 présente le pourcentage de phages libres dans le milieu en fonction du temps 
après les avoir mis en contact avec leurs hôtes bactériens. Le pourcentage de phages T6 
sauvages libres diminue exponentiellement dès la première minute et les 20% de phages 
restant atteignent au bout de 10 min une valeur proche de 0. Ceci montre que les phages T6 
sauvages ont une adhésine leurs permettant de s’adsorber rapidement et efficacement à leur 
hôte. Les résultats obtenus pour les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 présentent 
que près de 60% de phages se sont adsorbés dès la première minute et moins de 10% de 
phages sont encore libres au bout de 10 min d’expérience. On peut donc observer une légère 
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différence entre le phage sauvage et les phages T6 ambre. Ceci peut être du aux deux 
mutations (proline et sérine) qui pourraient altérer la conformation tridimensionnelle de 
l’adhésine sur certaine position qui faciliterait une adsorption plus rapide. 
 
2-Courbe de viabilité bactérienne après infection 
Nous venons de voir ci-dessus que les adhésines des phages T6g38amGRM3 et 
T6g38amGRM5 remplissaient leur fonction d’adsorption et leur permettaient d’être 
infectieux. Cependant les phages ambre ont été construits afin de faciliter l’identification de 
phages recombinants. En effet, des phages ambres amplifié sur une souche su- ne devraient 
pas posséder d’adhésine fonctionnelle et donc ne devraient pas pouvoir lyser la souche de 
référence su-, laissant ainsi uniquement apparaitre des phages recombinants viables. Afin de 
vérifier que l’adhésine des phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 est non fonctionnelle, 
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des courbes de viabilité bactérienne de la souche su- E. coli BE ont été effectuées au cours du 
temps après infection par les phages ambres. Pour cela des amplifications des phages ambre 
doivent être préalablement effectués sur une souche su-, afin que les phages ambres présentent 
une adhésine tronquée (voir Figure 24). 
Pour effectuer la courbe de viabilité bactérienne il est indispensable de connaitre le titre des 
amplifications des phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 obtenues sur la souche su- E. 
coli BE. Or si les adhésines tronquées des phages ambre sont non fonctionnelles, aucun 
comptage ne peut être effectué sur boite en milieu solide et donc le titre de l’amplification ne 
peut être estimé par cette méthode. Nous avons donc choisi d’utiliser la microscopie 
électronique à transmission avec coloration négative des échantillons pour estimer le titres des 
amplifications des phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 (voir Matériel et méthode). 
Afin de faciliter le comptage une grille de microscopie avec repère, dont les caractéristiques 
sont définies, a été utilisée (voir Matériel et méthode). Une amplification du phage T6 
sauvage sur la souche E. coli BE a aussi été comptée par microscopie et son résultat a été 
comparée à celui obtenu par la méthode de comptage sur boite en milieu solide afin de valider 
les résultats des phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5. 
2.1-Détermination du titre par comptage au microscope électronique 
L’utilisation de la microscopie électronique nous a tout d’abord permis de visualiser 
directement les phages afin de confirmer qu’ils avaient une structure générale identique à 
celle du phage T6 sauvage et de voir si des différences aux extrémités des fibres caudales 
étaient visibles. Les électro-micrographies des phages T6 sauvages, T6g38amGRM3 et 
T6g38amGRM5 sont présentées en Figure 26. Les dimensions des deux phages ambre ont été 
mesurées et sont de l’ordre de 108 × 73 nm pour la tête et de 111 × 20 nm pour la queue. Ces 
dimensions correspondent aux caractéristiques morphologiques du phage T6 sauvage et plus 
généralement au Myoviridae de la superfamille de T4. On peut aussi distinguer sur les électro-
micrographies quelques fibres caudales longues, toutefois la résolution du microscope ne 
permet pas de discerner les différences de tailles entre les adhésines sauvages et celles 
tronquées, ou bien même si elles sont présentes chez les phages ambres. 
Ensuite le comptage des phages a été effectué. Les titres obtenus pour les phages 
T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 sont de 1,5×109 phages mL-1. Le titre du phage T6 
sauvage obtenus sur boite est de 1×109 phages mL-1, alors que celui obtenu à l’aide du 
microscope est de 3,5×108. Nous pouvons donc observer une différence de titre entre les deux 
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méthodes. Cette différence peut s’expliquer par la technique de préparation et de traitement de 
la grille de comptage afin de fixer les phages présents dans l’échantillon analysé par 
microscopie. En effet, des phages ont pu être détruits lors des étapes de rinçage à l’eau, et 
d’égouttage. Au vue de ces observations on peut donc en conclure que les amplifications des 
phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 sur la souche su- E. coli BE sont d’au moins et de 
l’ordre de 1,5×109 phages mL-1. 
 
2.2-Test de viabilité bactérienne 
Les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5, présentant une adhésine tronquée, ont été 
obtenus lors d’une amplification sur la souche E. coli BE. Le titre de ces phages étant 
maintenant connus, ils peuvent être utilisés à différentes multiplicités d’infections (ou MOI) 
afin de déterminer si ces phages ont bien perdu la capacité d’infecter et de lyser efficacement 
la souche de référence E. coli BE. La Figure 27 présente les tests de survie effectués à une 
MOI de 2 puis de 13 avec le phage T6 sauvage et les deux phages ambres.  
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On peut voir que pour les deux MOI testées le phage T6 sauvage infecte et lyse efficacement 
sa souche habituelle E. coli BE dès les 3 premières minutes. Cependant lors d’une infection 
d’E. coli BE par les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5, le nombre de bactéries 
vivantes reste constant et ce pour les deux MOI testées. De plus, les flacons utilisés lors de 
cette expérience ont été sauvegardé à 37°C sous agitation (180 rpm) pendant 2h30 et seuls les 
milieux de culture qui ont été infectés par le phage T6 sauvage présente une lyse. Ceci 
confirme que les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 présentant des adhésines 
tronquées n’ont plus la capacité d’infecter leur hôte habituel. Ces phages sont donc utilisables 
en tant que crible pour la construction de phages T6 recombinants. 
 
Ces résultats amènent des éléments de réponses intéressants sur les régions indispensables 
dans la région de l’adhésine. En effet, les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 ont une 
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adhésine tronquée respectivement en amont du GRM3 et du GRM5. Les résultats obtenus ci-
dessus prouvent que les régions délétées dans les deux cas sont indispensables pour la 
fonction de l’adhésine. Ceci peut s’expliquer par une altération importante de la structure 
tridimensionnelle de l’adhésine entrainant soit une mauvaise présentation de la (ou des) 
région (s) impliqué(es) dans la reconnaissance du récepteur bactérien soit une perte de cette 
(ou ces) région(s). De plus, il est possible que l’absence de fonction de l’adhésine du phage 
T6g38amGRM3 soit due uniquement à la délétion de la région délétée chez le phage 
T6g38amGRM5. Ceci pourra être vérifié lors de l’analyse de phages recombinants présentant 
des délétions systématiques dans leurs adhésines (partie 1.2). 
1.1.4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
La construction des phages T6g38amGRM1, T6g38amGRM2, T6g38amGRM3, 
T6g38amGRM4 et T6g38amGRM5 a été entreprise. Les phages T6g38amGRM3 et 
T6g38amGRM5 sont les deux phages ambre qui ont pu être isolés. Les phages ambre 
T6g38amGRM1, T6g38amGRM2 et T6g38amGRM4 n’ont pu être isolé par la technique des 
répliques sur les souches su+ et su-. La fréquence de recombinaison, entre un gène présent sur 
un plasmide et un gène présent sur un génome, est généralement inférieure à 1%. Il est donc 
possible que dans le cas des phages T6g38amGRM1, T6g38amGRM2 et T6g38amGRM4, 
cette fréquence soit plus faible (1/1000). Ainsi le nombre de plages testées (environ 150) n’est 
certainement pas suffisant pour que la probabilité d’isoler une plage de phages ambre soit 
élevée. Les phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 ont ensuite été caractérisés pour 
confirmer qu’ils remplissaient les critères des phages ambres, et qu’ils étaient utilisables en 
tant que crible afin de faciliter l’isolement de différents phages recombinants lors de l’étude 
de l’adhésine gp38 du phage T6. Cette caractérisation a mis en évidence que la région de la 
gp38 comprenant GRM3 à Cfin est en partie ou totalement impliqué dans la fonction de 
l’adhésine. Cependant nous avons aussi vu qu’une région plus petite que celle contenant la 
région du GRM5 à Cfin est aussi indispensable. Il est donc évident qu’au moins une partie de 
la région GRM5-Cfin soit responsable de la fonctionnalité de l’adhésine. Une autre évidence 
observée lors de la caractérisation de ces phages ambre est que l’adhésine gp38 ne tolère pas 
de changement important sur certaines positions, en particulier la position 173. Cette 
intolérance au changement d’acide aminé sur certaines positions pourrait aussi expliquer 
l’échec d’obtention des phages T6g38amGRM1, T6g38amGRM2 et T6g38amGRM4. La 
nature des acides aminés en position 115, 145, 173 et 212 qui se trouvent respectivement juste 
en amont des GRM1, GRM2, GRM3 et GRM4 seraient donc importante. Il est possible que 
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ces acides aminés, se trouvent dans des positions clefs, permettant le maintient d’une 
conformation optimal pour la fonction de l’adhésine.  
Des travaux de structure cristallographique effectués, chez le phage T4, sur la gp12 (Fibres 
caudale courte responsable de l’adsorption irréversible :Thomassen et al., 2003) et l’extrémité 
de la gp37 ( contenant la région responsable de la fonction d’adhésine de type T4 : Bartual et 
al. 2010) ont permis d’observer des sites de liaison à des ions métalliques (zinc pour gp12 et 
fer pour gp37) au niveau de motifs Histidines appelé « His-Box » présents sur ces deux 
protéines. La gp12 et gp37 étant homotrimériques, les liaisons covalentes avec les ions 
métalliques sont coordonnées par plusieurs histidines présentes sur les trois chaines 
protéiques. Ainsi ces liaisons covalentes pourraient augmenter la stabilité de la structure 
tertiaire. Il est possible que de façon similaire sur l’adhésine de type T6, certains acides 
aminés présent dans les GRMs ou à proximité (par exemple W115, N145, G173 et G212) 
soient responsable de la fixation d’ion métallique. Ces ions métalliques permettraient aussi de 
stabiliser la structure pour une reconnaissance optimale des récepteurs bactériens. Bien qu’on 
ne sache toujours pas si la gp38 est homotrimérique, on peut supposer que les ions 
métalliques soient coordonnés par des acides aminés présents dans différents GRM, sur des 
chaines différentes (comme pour la gp12 et gp37) ou encore sur la même chaine. 
Des travaux de mutagénèses plus approfondies au niveau de certaines positions pourraient 
révéler des implications dans le maintien de la structure. Par exemple, il serait intéressant de 
reproduire les constructions des phages, T6g38amGRM1, T6g38amGRM2 et 
T6g38amGRM4, avec des souches su+ différentes de CR63, qui auront la propriété de 
remplacer le codon stop par un acide aminé autre que la Sérine. L’obtention de ces phages 
offriront la possibilité de construire d’autres phages recombinants afin d’affiner l’analyse de 
l’adhésine. Par ailleurs l’obtention d’une structure cristallographique permettrait de vérifier 
l’éventuelle présence d’ion métallique et les acides aminés qui coordonnent cette liaison. 
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Abbreviations: 
am, amber mutant; 
∆, deletion mutant;  
DHF, Distal Half Fiber;  
HPR, Hyperplastic Region;  
HVS, Hyper-Variable Segment;  
g, gene;  
gp, gene product;  
GRM, Glycine-Rich Motif;  
LPS, Lipopolysaccharide;  
LTF, Long Tail Fiber;  
PHF, Proximal Half Fiber;  
STF, Short Tail Fiber. 
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1.2.1. INTRODUCTION 
Viruses infecting prokaryotic organisms have an enormous impact on our biosphere. This vast 
and diverse population of nano-predators is a major determinant of the planet’s microbial 
ecology (Wommack and Colwell 2000, Suttle 2005). Such viruses also play an important role 
in evolution by mediating much of the horizontal gene transfer among prokaryotes (Comeau 
and Krisch 2005). Eubacterial and Archaeal viruses are enormously diverse and hence only an 
infinitesimal fraction of the different morphological types have been studied in any detail. 
Among these are the well-known virulent T-even phages (T2, T4, T6, etc.) that infect 
Escherichia coli. Recently, it has become evident that these classical phages belong to a vast 
virus superfamily whose members are ubiquitous in the environment (Desplats and Krisch 
2003, Filée et al. 2005, Comeau and Krisch 2008, Comeau et al. 2010). These T4-like phages 
all share a common basic virion morphology based on an elongated icosahedral head that 
packages a 160-260 kb genome (Ackermann and Krisch 1997). The phage head attaches via 
one of its 20 vertices to a long complex contractile tail structure that is terminated by a 
hexagonal base-plate with two sets of six retractable tail fibers (Leimann et al. 2003). The 
long tail fibers (LTF) reversibly anchor the virion to specific sites on the surface of bacteria 
via an adhesin located at the tip of the LTF (Riede et al. 1987). The recognition specificity of 
these adhesins largely defines the phage’s host range. The binding of the phage’s six LTFs to 
the receptors on the bacterial surface distorts the structure of the base-plate causing it to 
release the retracted short tail fibers (STF). This allows the STFs to bind irreversibly to a 
second set of bacterial receptors and triggers the injection of the phage genome (Rossmann et 
al. 2004). Immediately thereafter, the expression of the phage early genes shuts off all host-
specific synthesis and initiates phage DNA replication. Subsequently, the infection produces 
the virion structural components and a complex morphogenetic pathway assembles them into 
the progeny phage. Finally, the lysis of the infected cell liberates the matured virions (see 
Karam et al. 1994). 
Although the tail fiber adhesin is responsible for much of the T-even phage’s adsorption 
specificity, this protein’s structure and function has not been studied in depth. Such 
knowledge is of considerable interest for both applied and fundamental research. As an 
obvious example, the treatment of bacterial infections by therapeutic phages would be more 
effective if a phage’s host range could be easily manipulated. Similarly, for fundamental 
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research, the features of the adhesin that permit this protein to recognize a variety of different 
targets, but yet allow it to easily change its recognition specificity are intrinsically interesting 
scientifically and also potentially exploitable in nanotechnology applications. The T-even 
adhesins are encoded by genes that have a curious mixture of conserved and hyperplastic 
sequences and recombinational shuffling of these sequences can give rise to chimeric 
adhesins with novel combinations of recognition specificities. Interestingly, the genetic 
exchanges that do this often occurred within or near the highly conserved motifs in the 
otherwise plastic segments of the adhesins (Tétart et al. 1996 and 1998). This suggests that 
the adhesins may have evolved a way to generate diversity selectively within their recognition 
specificity domains that is an intriguingly simple and effective evolutionary strategy for any 
protein with an adhesin-like function. 
Here, we report on the intricately modular design of the gp38 adhesin. As will be seen, such a 
modular structure allows the adhesin to resolve its apparently conflicting design constraints, 
permitting it to recognize bacterial receptors with high specificity that can, nonetheless, be 
changed easily. 
1.2.2. MATERIALS AND METHODS 
Bacterial and bacteriophage strains 
The T4 superfamily phage strains used in this study came from the Toulouse collection of 
myoviruses (the original sources are described in Tétart et al. 1998). E. coli BE (su-, Epstein et 
al. 1963) was the host bacterium used to prepare stocks of all of these phages. Derivates of E. 
coli BE were isolated in our laboratory that were resistant to phage RB5 (BE/RB5). The T6 
strains containing amber mutations (see below) were propagated in E. coli CR63 (su1+, 
Epstein et al. 1963) using standard phage techniques as described by Carlson and Miller 
(1994). The Keio collection mutants used in this study – JW3619 (∆yicC), JW0940 (∆ompA) 
JW0401 (∆tsx), JW2341 (∆fadL), JW0912 (∆ompF), JW2203 (∆ompC), JW3605 (∆waaP), 
JW3606 (∆waaG) and JW0146 (∆fhuA) – were constructed by Baba et al. (2006) and contain 
precise deletions of genes of interest in E. coli K12 BW25113. E. coli strains DH5αor JM109 
(Promega) were used for cloning and as hosts for homologous recombination experiments. 
Yersinia pseudotuberculosis strain NCTC10275 was a gift from Dr. Grimont of the Pasteur 
Institute in Paris, France. All strains were grown at 37°C in Luria Bertani (LB) medium. 
Kanamycin and ampicillin were added to liquid or solid medium at a concentration of 50 and 
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50-100 µg/mL, respectively. Fresh log-phase cultures were made in the same medium from 
overnight cultures. 
Preparation of phage stocks 
Phages stocks were prepared by infecting the appropriate E. coli strains (optical density OD600 
= 0.2-0.3) with a dilution of a concentrated phage stock or with a single plaque isolated from 
a Petri plate. Incubation was continued until bacterial lysis was observed. A few drops of 
chloroform were added and, after 30 min at 4°C, the lysate was clarified by centrifugation at 
2300 × g for 10 min. The supernatant containing the phage particles was recovered, 
enumerated by plaque assay, and stored with a few drops of chloroform at 4°C. 
Host range determination 
To determine their host range and the nature of their bacterial receptors, a set of representative 
T4 superfamily coliphages (Table 1) were tested against E. coli K-12 strains containing 
precise deletions of genes encoding outer membranes proteins or enzymes involved in LPS 
core biosynthesis (Keio collection mutants; Baba et al. 2006). A series of exponential day 
cultures were prepared for each host strain. One-hundred microliters of 10× concentrated 
cultures were mixed with 3 mL of liquefied Htop medium (10 g tryptone, 8 g NaCl, 2.4 g 
sodium citrate dihydrate, 3 g glucose, 7 g agar and 1 mL 0.5N NaOH for 1 L), the mixture 
was vortexed, and then poured onto individual LB plates. Once the Htop medium had 
solidified, 3 µL of serial dilutions of parental phage stocks were spotted onto the surface of 
the plates. The plates were inverted, incubated at 37°C overnight, and then examined and 
photographed to detect the zones of lysis. 
Gp38 sequence analysis 
In order to prepare phage genomic DNA, aliquots of samples (100 µL) were subjected to a 
hot-cold treatment (Comeau et al. 2004). PCR reactions in a volume of 25 L (for analysis) 
or 50 µL (for cloning or sequencing) were performed using Taq DNA polymerase (New 
England Biolabs). PCR cycling conditions were as follows: initial denaturation for 2 min at 
94°C; followed by 30 cycles of denaturation for 30 s at 94°C, annealing for 1 min at the Tm of 
the specific primer set, and extension for 1 min at 72°C; with a final extension for 5 min at 
72°C. Gene 38 of phages T6, RB3, RB5, RB6, RB7, RB14, RB27, FSα, PST, Mi, RB32 and 
RB33 was amplified using the forward primer FT6.80.11 (5’-CAC TAA AAT TGC TCG 
CAA AAT TAG T-3’) and the reverse primer FR81 (5’-CAA CAC CAA ATA GAA TAT 
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CAG AGG G-3’); phage Ac3 was amplified with forward primer AC84 (5’-ATG GCA GTT 
GAA GGA CCG TG-3’) and reverse primer FR81; and phages T2 and SV76 with forward 
primer FT2.g37 (5’-CTG CTC GTG TAA AAG AAC TTG-3’) and reverse primer FR81. 
PCR products were migrated in 1-2% agarose gels in 0.5×TBE with visualization by SYBR 
Safe (Invitrogen). Products were purified with the QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) 
and were either ligated into the pGEM-T vector (Promega) or sequenced commercially by 
MWG AG (Germany). The final versions of g38 sequences were assembled with SeqMan 
(DNASTAR) and multiple sequence alignments were carried out in BioEdit v.7 
(www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), implementing clustalW (Thompson et al. 1994). 
Isolation of RB42 and RB43 mutants  
Both of the closely related PseudoT-even phages RB42 and RB43 had always been 
propagated in Toulouse on the E. coli host strain BE. Although the original isolates appeared 
to be unable to grow on standard laboratory E. coli K12 strains, P. Genevaux (personal 
comm.) informed us that the RB43 strain in the Geneva Laboratory of Prof. C. Georgopoulos 
grew apparently normally on some E. coli K12 strains. To characterize the types of genetic 
changes that cause such a shift in the host range in either phage RB42 and RB43, we used 
different methods to isolate spontaneous mutants of these phages that could grow on K12 
hosts. For example we isolated an RB42 host-range mutant by first mixing an aliquot of a 
RB42 stock made on BE with an exponentially growing culture of E. coli K12 W3110. After 
24 h this culture was treated with chloroform and plated for PFUs on W3110. These 
independently isolated host-range mutants were genetically re-purified on E. coli K12 W3110 
and were named: RB42 K1 and RB42 K2. In a second host-range mutant isolation procedure, 
strains of E. coli BE and S/6 were isolated that were resistant to phage RB42. A direct plating 
of the RB42 stock was done on the RB42-resistant host strain and rare plaque-forming host-
range mutants were obtained (named RB42 B21 and RB42 S21). These were genetically 
purified on the resistant host strains for the sequence analysis of their adhesin genes. 
Analysis of the wild-type and the host-range mutants of the putative g38-like adhesin 
sequences of phages RB42 and RB43 
A pair of PCR primers, RB43g38F (5’-AGT AAG AGA AAA CGA AGA AAC C-3’) and 
RB43g38R (5’-CTG TTT CCA CGT TTT GAC C-3’), based on the genomic sequence 
flanking the g38 of phage RB43 were used to amplify an ~770 bp fragment from the genome 
of the closely related phage RB42 that presumably encoded this phage’s adhesin. The putative 
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g38-like adhesin sequences of the parental RB42 and RB43 phages, and their host-range 
mutants, were sequenced, using the protocol described above, aligned and compared to 
identify the location(s) of the host-range mutations. 
Isolation of RB5×RB32 or RB5×RB33 g38 recombinant phages 
RB32 or RB33 g38 PCR inserts were cloned into a pGEM-T plasmid, then overnight stocks 
of RB5 wild-type phage were made on JM109  carrying either of these plasmids. The resulting 
lysates containing potential g38 recombinant sequences were then plated on a RB5-resistant 
E. coli strain (BE/RB5) and a series of plaques with normal morphology were isolated from 
each lysate. These potentially recombinant phages were genetically purified by two 
successive passages through the BE/RB5 host. Recombinant phages were then sequenced and 
aligned to define the positions of the recombination events.  
Construction of T6 C-terminal specificity domain amber mutants 
See Materiels and Methods Partie 1, Sub-part 1.1 in this thesis. 
Construction of plasmids containing T6 adhesin deletion sequences 
The various deletion mutants in the C-terminal coding region of T6 g38 were created by the 
gene shuffling method (Boubakri et al. 2006) which uses mutagenic oligonucleotides to create 
the desired deletions by PCR. For each deletion, two overlapping mutagenic forward (F) and 
reverse (R) oligonucleotides, generically named T6g38∆domain-F or T6g38∆domain-R 
(where ∆domain stands for the HVS1, HVS2, HVS3, GRM2, GRM3, or GRM4 deleted 
domains). These were designed to be complementary of upstream and downstream regions 
bordering the sequence to be deleted. Thus, the PCR primers did not contain the sequence to 
be deleted and amplified outward from the deletion point. Primer set T6g38∆HVS1-F (5’-
GGT AAT GGC GGT ATT GCA GGC GGT-3’) and T6g38∆HVS1-R (5’-ACC GCC TGC 
AAT ACC GCC ATT ACC-3’), T6g38∆HVS2-F (5’-GGC GGC GGC GGC GGG GGC 
GGT-3’) and T6g38∆HVS2-R (5’-GCC CCC GCC GCC GCC GCC-3’), and T6g38∆HVS3-
F (5’-CCT TTT GGT GCG GGA AAC GGT GGT-3’) and T6g38∆HVS3-R (5’-ACC ACC 
GTT TCC CGC ACC AAA AGG-3’) were used to delete the HVS1, HVS2, and HVS3 
domains, respectively. Primer set T6g38∆GRM2-F (5’-TAA TGG CGG AGC TGG ATA 
TTA TTC T-3’) and T6g38∆GRM2-R (5’-GAG AAT AAT ATC CAG CTC CGC CAT T-
3’), T6g38∆GRM3-F (5’-TTG ACC TTT GGC CCA GGC GGA TC-3’) and T6g38∆GRM3-
R (5’-AGA TCC GCC TGG GCC AAA GGT CAA-3’), and T6g38∆GRM4-F (5’-ATC TAT 
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AAT GGT AGA TGC AAT ATT CGC-3’) and T6g38∆GRM4-R (5’-AAT ATT GCA TCT 
ACC ATT ATA GAT ACC-3’) were used to delete the GRM2, GRM3 and GRM4 domains, 
respectively. Two separate PCR reactions were then carried out using T6g38∆domain-
F/FR81, and T6g38∆domain-R/FT6.80.11 primer sets, respectively. PCR fragments were 
purified and reassembled by a self-priming PCR with 0.3 U of Taq DNA polymerase. The 
amplification protocol consisted of: an initial denaturation at 95°C for 1 min; followed by 2 
cycles of denaturation at 95°C for 30 s, annealing at 35°C for 1 min, and extension at 72°C 
for 2 min; followed by a final extension step at 72°C for 9 min. Finally, sufficient quantities 
of the chimeric fragment were generated via a standard PCR reaction using the FT6.80.11 and 
FR81 outer primers. Final products were sequenced and cloned into pGEM-T plasmids which 
were designated as pg38∆HVS1, pg38∆HVS2, pg38∆HVS3, pg38∆GRM2, pg38∆GRM3 and 
pg38∆GRM4; each harboring T6 gene 38 with HVS1, HVS2, HVS3, GRM2, GRM3, or 
GRM4 deletions, respectively. The plasmid containing the wild-type T6 gene 38 sequence 
was designated as pg38WT. 
Isolation and PCR screening of the potential T6 adhesin deletion mutants  
E. coli strains DH5α or JM109 carrying pGEM-T plasmids with wild-type or mutated T6 gene 
38 inserts (HVS or GRM deletion) were then infected by either T6g38amGRM3 or 
T6g38amGRM5 phages (MOI between 2 and 50). Resulting lysates containing potential 
recombinants, revertants, or amber mutations of the g38 sequence were plated on host su- 
bacteria, thus allowing for selection of either recombinant or revertant phage. Turbid or clear 
plaques were then isolated and chimeric phages were analyzed by PCR. Each selected 
potential chimeric phage was used as a template for PCR reactions using different strategies. 
Primers HVS1-F (5’-TCA TTG TAT TCA AAA CGA TAT-3’), HVS2-F (5’-TCC TTT TCC 
ACA AAT GAG ATT-3’), GRM2-F (5’-TAA TGG CGG AGC TAT TGC AGG-3’), and 
GRM3-F (5’-GGG CGG TCG TCC TTT TGG TGC-3’), targeting sequences in the HVS1, 
HVS2, GRM2 and GRM3 domains specifically, were used as forward primers in combination 
with FR81 reverse primer. Absence of amplification should reveal the deletion in the targeted 
domain. All chimeric T6 g38 were amplified using the FT6.80.11/FR81 primer set to amplify 
the entire g38 sequence. Deletions in T6 g38 HVS3 and GRM4 domains were then tested by 
BamHI and SacII digestion, respectively, of the PCR fragments as domain deletions should 
lead to the loss of the restriction site. For each cross, a set of full-length g38 PCR products of 
representative phages were sequenced.  
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Isolation of T6 × PST recombinant phages  
The E.coli strain DH5α carrying a pGEM-T plasmid with an insertion of the wild-type PST 
g38 sequence was infected with a MOI > 10 by either T6g38amGRM3 or T6g38amGRM5 
phage. The resulting lysates were then plated on host su- bacteria to select for am+ 
recombinants. Those progeny with an altered host range were identified by replica plating 
random plaques on the E.coli BE and Yersinia host strains. Recombinant phages with the 
ability to form normal plaques on Yersinia were analyzed by PCR amplification and 
sequencing of their g38 adhesins. 
Nucleotide sequence accession numbers 
The previously unknown wild-type g38 sequences presented in this paper were deposited in 
GenBank under accession numbers JF491355 to JF491364. The mutant and recombinant 
phage sequences are available upon request. 
1.2.3. RESULTS AND DISCUSSION 
The plasticity of the Long Tail Fiber locus in the T4 superfamily 
Modular shuffling is widely recognized as playing a crucial role in phage evolution (Botstein 
1980, Campbell and Botstein 1983). In the large and diverse T4 superfamily phages, the loss, 
acquisition and exchange of modules is frequent (Comeau et al. 2007, Arbiol et al. 2010). 
Heteroduplex mapping of the original closely related T-even phage genomes (T2, T4 and T6) 
demonstrated long ago (Kim and Davidson 1974) that there were often novel sequences 
within the locus that encodes the LTFs and their associated adhesins. Certain pairs of genes 
(e.g. T4 g38 and T6 g38) that occupy identical positions in the T-even LTF locus do not 
genetically complement each other (Stahl and Murray 1966, Russell and Huskey 1974), 
indicating that this function is not interchangeable between the different versions of the locus. 
The genomes of a dozen phages that are representative of the non-marine portion of the T4 
superfamily have been recently sequenced (Nolan et al. 2006, Petrov et al. 2006, Comeau et 
al. 2007). A comparative genomic analysis of them (Comeau et al. 2007) confirms the much 
earlier evidence that the LTF loci had been a frequent site of modular shuffling. Perhaps the 
most striking example of the genetic plasticity of the LTF locus is illustrated by the phage T4. 
In this phage, which is the archetype of the T4 superfamily, the C-terminal part of the 
ancestral version of distal tail fiber gene (g37) and adhesin gene (g38) have been replaced by 
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sequences originating from the unrelated temperate phage λ George et al. 1983, Hendrix and 
Duda 1992, Henning and Hashemolhosseini 1994. 
An updated compilation of all the past work on the LTFs in the T4 superfamily phages is 
presented in Figure 28. This data indicates that many of these phages have LTFs composed of 
two similarly sized rigid half fibers (the proximal and distal half fibers) that are connected by 
a hinged joint (or knee) subunit. The overall length of the mature LTF is ~150 nm and the 
synteny of the genes in the LTF module, with the exception of the adhesin gene, is generally 
conserved (Fig. 28). The most conserved gene in this locus is g34 that encodes the proximal 
half fiber. This large fibrous protein (~1300 aa) has a globular domain at its N-terminus which 
attaches it to the base-plate (Wood et al. 1978). Most of the remainder of the gp34 sequence is 
folded into a three-stranded β helical fibril that is attached at its C-terminus to a monomer of 
gp35 (~380 aa) that is the hinged joint. This hinge protein is connected, in turn, to a trimer of 
gp36 (~220 aa), the short distal tail fiber subunit, which is further extended by yet another, 
much longer, trimeric β helical fibril encoded by gp37.  
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In many of the T-even phages such as T6 and T2, the C-terminus of the gp37 fiber is 
proteolytically cleaved and then capped by an ~260 aa gp38 phage adhesin which also 
appears to be trimeric. However, in phage T4 the distal portion of the tail fiber has a 
completely different structure: the gp37 fiber has a novel extension of the C-terminal domain 
that provides the adhesin function (Tétart et al. 1996). This T4 gp37 fusion protein is folded 
into a trimeric fiber with the aid of two chaperones, one encoded by the adjacent T4 g38, 
which is unrelated in sequence and function to the T6 or T2 g38 adhesins, and the second by 
the distantly-located T4 g57 (Hashemolhosseini et al. 1996). 
The sequences in the LTF locus that encode the fibrous components (gp34, gp36 and gp37) 
are constrained by the necessity to form the rigid three-stranded β-helical structure. However, 
the sequences compatible with such β-helical structures are widespread among phages 
genomes (Tétart et al. 1998) and hence swapping of such highly interchangeable motifs 
probably explains much of the LTF’s plasticity. Nevertheless, other conserved motifs can also 
mediate genetic shuffling (Tétart et al. 1998). For example, the gp38 adhesins are also quite 
plastic, but the sequence constraints on their modular shuffling must be more restrictive than 
the comparatively simple ones imposed on the fibrous domains within the tail fiber genes. 
Most of the LTF loci depicted in Fig. 28 have a similar size, but phylogenetically distant 
phages such as RB43 (belonging to the Pseudo T-even subgroup) and Aeh1 (Schizo T-even 
subgroup) both have duplications of g37. Although the function of these duplications is 
unclear, it is evident from the size of the virion’s LTFs that these phages contain only a single 
trimer of gp37. This could be a random mixture of the two gp37 subunits or the mature LTF 
could be assembled from just one or the other of the two versions of gp37, perhaps depending 
on the circumstances of the infection. 
In many of the phages in Fig. 28, the LTF locus contains a small ORF located just beyond 
gp37. For such phages as T2, T6 and Ox2, the gene 38 sequence has been unambiguously 
demonstrated to encode an adhesin (Riede et al. 1987, Tétart et al. 1998). Surprisingly, the 
location of this adhesin gene is not always conserved. In the genome of the phylogenetically 
distant Pseudo T-even phage RB49, the g38-like sequence has been displaced from its 
habitual location in the LTF locus to elsewhere in the genome and, in the place usually 
occupied by g38, there is a small ORF of unknown function (Desplats 2002). In the more 
distant Schizo T-even phage Aeh1, where the g37 has been tandemly duplicated (Fig.28), 
each of the duplicated g37 sequences is followed by a small ORF of unknown function. 
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Sequences homologous to these ORFs have been found in diverse phage genomes, including 
other T4-like Aeromonas phages. Although these sequences could be novel forms of adhesins, 
they also could be LTF chaperons as is the case for the T4 gp38 (Hashemolhosseini et al. 
1996). 
The modularity of the phylogenetically distant RB43 g38 adhesin 
Among the different LTF loci shown in Figure 28, that of phage RB43 is particularly 
interesting. RB43 is a coliphage that belongs to the Pseudo T-even subgroup of the T4 
superfamily whose genomes have diverged substantially from the classical T-even coliphages. 
Interestingly, in the RB43 LTF locus, the sequence at the position normally occupied by g38 
in the T-even phages contains an 174 aa ORF whose first ~50 aa is homologous to T6 gp38, 
but the C-terminal portion of the sequence is unrelated to the T6 adhesin specificity domain. 
Based on this gene’s partial homology to gp38 and its context in the genome, adjacent to a 
T6-like g37 distal tail fiber gene, it seemed likely that it encodes the RB43 adhesin function. 
In this case, the novel C-terminal ~120 aa sequence would represent a novel gp38 adhesin 
specificity domain. Such a sequence could have been inserted in the RB43 LTF locus by a 
lateral transfer event that preserved the N-terminal domain of gp38 because it was required 
for the interaction with the RB43 gp37. In our phage collection, we have the phages of RB42 
and RB16 that are closely related to RB43 and each of their genomes contains a RB43 g38 
homologue.  
We also have two variants of phage RB43 that have clearly distinguishable host ranges: our 
original RB43 (now called RB43-TLS) and a variant derived from it (called RB43-GVA). 
RB43-TLS was always propagated in Toulouse on E. coli BE because it grew so poorly on E. 
coli K12, while RB43-GVA had been propagated in Geneva on various E. coli K12 host 
strains (C. Georgopoulos, D. Ang and P. Genevaux pers.comm.). Considering how the phages 
had been maintained for last twenty years, their difference in host range is probably the 
consequence of a spontaneous mutation in the RB43-GVA phage that allows efficient 
propagation on E. coli K12. The most likely location for such a mutation would be in the gene 
38-like sequence. To demonstrate that the RB43 g38-like sequence is indeed the phage’s host 
specificity determinant, we sequenced this gene in both RB43-TLS and RB43-GVA. 
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 As we had anticipated, the g38 sequence in the C-terminal domain of RB43-GVA had 
mutated (residue 100 (Q→R); Fig. 29A). We also sequenced g38 of phage RB42, that 
previous phylogenetic analysis had shown to be extremely closely related to RB43 (Desplats 
and Krisch 2003). The host range of RB42 appears to be identical to RB43-TLS, infecting E. 
coli BE well and being unable to plaque on E. coli K12. The aa sequences g38 of RB42 and 
RB43-TLS were identical (Fig. 29A), except for a seemingly silent, single difference at 
position 75 (F in RB42 and L in both RB43-TLS and RB43-GVA). 
To confirm the role of the gp38 C-terminal domain in RB43 host-range determination, we 
selected RB42 or RB43-TLS mutant phages that, like RB43-GVA, could make normal 
plaques on the E. coli K12 strain W3110. E. coli BE host strains were also isolated that were 
resistant to wild-type RB43-TLS or RB42 phages and these strains were used to isolate 
additional phage mutants that grew normally on them. Sequencing of such g38 mutants 
(RB42 B21, RB42 S21, RB42 K1 and RB42 K2) revealed that, in each case, the Q100 residue 
had been invariably altered, usually to a lysine, but less frequently to an arginine, as in RB43-
GVA (Fig. 29A). Consequently we conclude that in phages RB42 and RB43, the 
discrimination between E. coli BE and K12 hosts depends on the precise residue in position 
100 of g38. 
RB16 is another coliphage in the RB-series that has an LTF locus similar to that of phages 
RB42 and RB43. Its gp38-like sequence resembles that in phages RB42 and RB43, but there 
are 17 altered residues and all except two are located in the C-terminal domain. Such a non-
uniform distribution of the RB16 g38 sequence divergence is perfectly compatible with the C-
terminal segment encoding the phage adhesin module. The fact that the gp38 proteins of T6 
and RB43 have no sequence homology in their C-terminal domain is the strongest argument 
that we can advance for the modular structure of the gp38-like family of adhesins. 
An interesting question raised by the above analysis concerns the identity of the bacterial 
receptor molecules recognized by the RB43-like adhesins and their mutants. Studies 
employing host strains with deletions of various bacterial receptors allows, in principal, the 
identification of these molecules. Unfortunately, the best-characterized sets of such mutants 
are in the E. coli K12 genetic background and hence these strains are resistant to wild-type 
RB42 and RB43-TLS. The fact that E. coli BE and K12 differ significantly in their LPS 
composition suggests a possibility that the RB42 and RB43-TLS gp38-like adhesins 
recognize BE-type but not K12-type LPS. It is clear from Fig. 29B that RB43-GVA requires 
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the LPS receptors since it fails to grow on ∆waaG and ∆waaP which are both defective for 
core LPS synthesis, but apparently it also requires OmpF as a secondary receptor. All four of 
the RB42 mutants also require the core LPS and OmpF, but in their case in conjunction with 
OmpC and FhuA. The complex patterns of recognition of multiple host receptors will be 
further examined in succeeding sections on the targets of the T6-type gp38 adhesins. 
The bacterial receptors used by coliphages of the T4 superfamily 
Bacteriophages recognize their host bacteria by binding in a highly specific manner to 
receptors located on the bacteria’s outer surface. These receptors include many types of 
molecules: diverse proteins, lipopolysaccharides, teichoic acids, pili, flagella and capsular 
components (Heller 1992). Such molecules play various roles in the cell, as structural 
components, membrane porins, chemical receptors, cellular adhesins, etc. In the T4 
superfamily, the phages T6 and K3, for example, use the E. coli Tsx and OmpA outer 
membrane proteins, respectively, as their receptors (Hantke 1976, Manning and Reeves 
1976). Interestingly, at least some phages can recognize more than one host receptor, such as 
T4 that recognizes both OmpC and LPS, or T2 that has been reported to employ both OmpF 
and FadL as receptors (Datta et al. 1977, Hantke et al. 1978, Yu and Mizushima 1982, Riede 
et al. 1985, Morona and Henning 1986, Black 1988). 
The recognition specificity of a sample of the T4 superfamily phages was characterized by 
identifying the host receptors molecules they required for adsorption (Table 4). Many of the 
phages in our Toulouse collection belong to the T-even subgroup that infects E. coli and 
closely related enterobacteria. Hence, the adsorption characteristics of such phages can be 
easily determined using a set of E. coli K12 strains having deletions of the genes encoding 
outer membrane proteins or LPS components that are known phage receptors (Keio 
collection, Baba et al. 2006). Quantitative spot dilution tests allowed us to determine which 
phages were unable to propagate normally on the various mutant host strains. These results 
indicate that while many of the T-even phages require only a single bacterial receptor, others 
such as RB32, Ox2, RB69 and PST have a more complex behavior (Table 4). These phages 
apparently require at least two different host receptors to be fully infective. For example, 
phage RB32 clearly requires OmpA, but, in addition, is clearly also sensitive to the LPS 
composition. Similarly, infection by the phages RB69, RB51 and SV76 requires OmpF as 
well as other outer membrane proteins (FhuA) and the full length core oligosaccharide of the 
LPS. PST phage infection is apparently yet more complex, depending on the OmpA protein, 
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the Tsx and FhuA porins and the LPS composition. One must also keep in mind, however, 
that alterations of the LPS composition can have indirect effects on the cell surface protein 
composition. Such complex adsorption requirements open the question of exactly how the 
adhesin recognition domain is organized to accommodate binding to such different molecules. 
Furthermore, if a single host receptor species suffices for efficient adsorption, then why do 
many of the T4-type coliphages have recognition specificity for multiple receptors? 
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The organization of the sequence plasticity within the gp38 adhesins 
Previous sequence alignments of the gp38 adhesins of a few T-even phages (Tétart et al. 
1998) indicated that their sequence variability was not uniformly distributed – the C-terminal 
domain being much more variable than the relatively conserved N-terminus. We and others 
have determined the sequences of 27 gp38 adhesins and this data compilation defines both the 
most and the least conserved segments of the protein (Fig. 30). One objective of this 
comparative sequence analysis was to determine if the sequence of the adhesin specificity 
domain could be correlated to its specificity for a particular bacterial receptor molecule. This 
comparison confirmed that the gp38 N-terminal attachment domain (Fig. 30) has only a few 
major well-conserved variant forms: T6-, T2-, and K3-like. Drexler et al. (1986) and Tétart et 
al. (1998) have argued that the function of this domain is to attach the gp38 adhesin to the tip 
of the LTF. The gp37 C-terminus has a similar set of minor subtypes and each of these is 
invariably associated in the genome with only one of the gp38 N-terminal subtypes, as to be 
expected for a lock-and-key interaction between the two domains. 
Although there is considerable sequence variability in the gp38 C-terminal specificity domain 
(Fig. 30), this plasticity is not random: its pattern of organization is striking. This domain 
contains 4 Hyper-Variable Segments (HVS1, HVS2, HVS3 and HVS4) that are separated by 
5 conserved Glycine-Rich Motifs (GRM1 to GRM5). The only other universally conserved 
motif in this segment is the small sequence at the C-terminal extremity. Drexler et al. (1989) 
proposed a structural model for the gp38 adhesin in which the 5 GRMs aggregate into a 
glycine-rich core with the HVSs between them radiating outwards from it in the form of 
omega loops. Thus, each omega loop would be a HVS and the roles of the intervening GRMs 
would be to form the core structure that correctly presents the recognition motifs encoded by 
the HVSs. A striking feature of the gp38 sequence alignment is the rigid conservation of both 
the sequence and synteny of the GRMs. In contrast, the HVSs are highly variable, although 
not randomly so – each one seems to have a restricted pallet of motifs (Fig. 30).With a few 
interesting exceptions (see below), gp38s with similar receptor recognition specificities also 
share common HVSs indicated by a common color of shading in Fig. 30. Some sets of HVSs 
are frequently associated together. For example, nearly all of the gp38 adhesins that recognize 
the Tsx receptor have essentially the same set of 4 HVSs, perhaps because each of these 
recognize a series of conserved and adjacent epitopes present on the Tsx porin.  
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One could have expected that adhesins which recognize multiple receptors would have a 
chimeric set of HVSs, but this is generally not the case. For example, PST differs from T6 by 
only a few residues in HVS2 and 3 (Fig. 30), but it has gained the capability to recognize 
OmpA (and potentially FhuA and LPS; Table 4). Similarly, SV76 differs from T2 by only 
single residues, in both HVS2 and in HVS3, but it recognizes OmpF, FhuA and the LPS 
instead of only FadL as in T2. The phage Mi does have a chimeric structure, having a T6-like 
HVS1 and novel sequences for the remaining HVSs. However, it does not recognize the Tsx 
receptor, indicating that HVS1 of T6 does not suffice alone for recognition of Tsx. 
Genetic analysis of the g38 sequences that determine phage host range  
The pair of phages RB5 and RB32 interested us because their gp38 adhesins differ 
significantly in their C-terminal domain sequence and they target different host receptors (Tsx 
for RB5 and OmpA/LPS for RB32). For this reason, they seemed like an interesting pair of 
candidates to use to modify adhesin specificity by creating recombinants within g38. To allow 
such an exchange to occur, one of these phages was used to infect a cell with a hybrid plasmid 
carrying the other phage’s version of the g38 sequence. Such an infection should occasionally 
produce a recombinant phage that had replaced segments of its g38 sequence with those 
derived from the g38 on the hybrid plasmid. In spite of an absence of any extended sequence 
homology between these C-terminal domains, recombinant g38 sequences could be generated 
by crossovers within their small conserved sequences GRMs (Tétart et al. 1998). Thus, by 
replacing some of the specificity determinants of the RB5 gp38 adhesin with those derived 
from RB32, we expected to create chimeric progeny phages with a non-parental host range. 
Using a selection that forced such exchanges (see Materials and Methods) we obtained six 
RB5 phages that had recombined with the RB32 plasmid-borne sequence and could grow on a 
host resistant to parental RB5 (E. coli BE/RB5). Similarly, eight recombinant phages were 
obtained with the RB33 sequence (which has a g38 sequence identical to RB32) and all 
fourteen of these phages were confirmed by DNA sequencing as having replaced the 
sequences in their HVSs and their associated GRMs with RB32/33 derived sequences (Fig. 
31A). Among these, the chimeric phages ST403 and ST404 had the smallest segment of 
RB32 sequence which extended from GRM1 to GMR5. Both of these chimeric phages were 
shown to recognize the OmpA and LPS receptors targeted by the RB32 adhesin (Fig. 31B). 
Thus, the boundaries of the adhesin specificity determinant can be essentially delimited to the 
400 bp segment containing the four HVS. These results were doubly surprising. First, among 
the 14 chimeras, none had an exchange located between GRM1 and GMR5 that would have 
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generated a novel assortment of the HVSs. This surprising result was confirmed by a second 
experiment in which the infecting phage was T6 rather than RB5 (data not shown). It seems 
unlikely that in both cases this was due to the limited number of recombinants examined. We 
are much more inclined to believe that the phenotype we used to select recombinants (growth 
either on a RB5- or T6-resistant hosts) actually requires a full (or nearly so) set of HVSs 
derived from RB32.  
Alternatively, the sequences in the gp38 C-terminal domain of RB5 and RB32/RB33 may 
have diverged to such an extent that exchanges occur more frequently in the extended 
conserved sequences that border this domain than in the internal homologous GRM motifs. 
 
A set of gp38 adhesin sequences that can recognize either E. coli or Y. pseudotuberculosis 
receptors 
To characterize further the roles of the different C-terminal components of the gp38 adhesins 
in receptor-binding specificity, we focused on a restricted subset of the T4-type phages. These 
phages have adhesins with a dual recognition specificity that allows them to infect both E. 
coli and Y. pseudotuberculosis, a serious human and animal pathogen (Naktin and Beavis 
1999). These two bacterial species diverged ~375-500 million years ago (Deng et al. 2002), 
but some phages with a T6-like gp38, such as PST and Mi (Fig. 32), have essentially 
equivalent plating efficiencies on both hosts. The sequence of PST’s g38 differs from that of 
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T6 by only 2 nucleotides in the region coding for HVS2 in the C- terminal specificity domain 
(resulting in Q167R, M168I observed in the PST protein C-terminus) and by a pair of 
adjacent nucleotide changes in HVS3 (resulting in G208I). Consequently, it was not 
surprising that many of our E. coli phages with T6-like adhesin sequences such as RB3, RB5, 
RB6, RB7, RB14 and RB27 made plaques at a low but detectable frequency on Yersinia (Fig. 
32). For example, RB14, whose gp38 C-terminal specificity domain differs from the PST 
sequence by just three residues in HVS2 and two in HVS3 and even the phage RB5, whose C-
terminal gp38 domain sequence differs from PST by 11 aa, mostly located in HVS2 and 
HVS3, both make plaques on Yersinia with a low efficiency.  
 
In E. coli all of these phages with T6-like adhesin sequences recognize the Tsx receptor porin 
(Table 4). Interestingly, the PST adhesin targets both the Tsx and OmpA proteins and to a 
lesser extend the E. coli LPS. Apparently, only a few point mutations in the T6-like HVS2 
and HVS3 sequences suffice to expand the adhesin’s recognition specificity to target the 
Yersinia OmpA, a Tsx-like molecule or the LPS. In this regard, it is interesting that a similarly 
dramatic switch in receptor-recognition targeting has been previously reported for the E. coli 
phage Ox2 by Morona and Henning (1984). This phage’s adhesin only required a few 
mutations within HVS2 and HVS3 to switch from recognizing OmpA to OmpC. As will be 
discussed in more detail below, the genome of the known Y. pseudotuberculosis strains all 
lack an E. coli Tsx homolog, but do contain a good homolog of E. coli OmpA. Since the 
OmpA, OmpC proteins, as well as the Tsx porin, all share a common β-barrel structure (Fig. 
33), one could imagine that a subset of the gp38 adhesins recognize a common structural 
feature of these proteins that is largely, if not perfectly conserved.  
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Thus, for a gp38 to switch its recognition specificity between such receptors might require 
only modest changes to accommodate the differences in the features exposed on the exterior 
surface that distinguish them (e.g. the loops on the rim of the β barrel; Fig. 33). The Yersinia 
OmpA may be the easiest alternative for recognition by gp38 adhesins specific for E. coli Tsx. 
Some of the HVSs in the T6-like gp38s could already recognize OmpA epitopes that are 
common to the E. coli and Y. pseudotuberculosis versions of the proteins, but other epitopes 
could differ between the two sequences. Such lacunae in the T6-like gp38s recognition of the 
Yersinia OmpA may be easily overcome by point mutations located in HVS2 and HVS3. 
To examine the credibility of such a hypothesis, we isolated a set of T6g38am phage that had 
a forced genetic exchange with the wild-type PST g38 sequence cloned into a plasmid. We 
then sequenced a series of such phage with recombinant g38 which had been selected for a 
significantly improved ability to plaque on Yersinia. We found 3 different types of T6×PST 
chimeric phages capable of efficiently infecting both strains. These had either exchanges in 
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HVS2, HVS3 or both HVS2 and HVS3 sequences (Fig. 34; phages 322, 321 and 527, 
respectively). Interestingly, although recombinants with both the HVS2 and HVS3 sequences 
of PST grew, either of the alterations in these HVSs by themselves significantly improves 
absorption on Yersinia. Our interpretation of this result is that the HVS2 and HVS3 
determinants involved in the recognition of Yersinia behave in a complex but at least partially 
co-operative fashion. Finally, as a control, we sequenced a recombinant phage with poor 
plating efficiency on Yersinia (similar to T6): this phage (329; Fig. 34) contained none of the 
PST sequence alterations in HVS2 and HVS3. 
 
Although the phage PST requires both the OmpA and Tsx receptors for efficient recognition 
of E. coli, the T6 chimera having the PST HVS2 and HVS3 sequences primarily recognizes E. 
coli Tsx but other receptors appear to be implicated as well (e.g. OmpA and LPS). Thus, 
PST’s recognition of E. coli OmpA must involve altering more than the 3 aa in the HVSs 
(167R, 168I and 208I). A simple explanation for this would be that the sequence differences 
in the gp38 C-terminus clearly influences PST’s ability to recognize OmpA but other 
components are also involved, for example the sequences of the gp38 N-terminus. 
The phage Mi also grows well on both Yersinia and E. coli, but it shares only the HVS1 
sequence with PST; all of the other HVSs are novel (Fig. 30). In E. coli, the Mi adsorption 
strongly depends on the OmpA receptor and to a lesser extent on the LPS receptors (Table 4), 
but as in PST this could be an indirect consequence of the interplay between the expression of 
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these receptors. Regardless, it appears that at least some of the adhesins with dual E. 
coli/Yersinia host range can recognize the E. coli OmpA receptor. The E. coli and Y. 
pseudotuberculosis OmpA sequences are surprisingly close, so some phage gp38s (e.g. Mi 
and PST) may be able to recognize both versions equally well, but others could require point 
mutations to switch recognition specificity between them.  
Deletion analysis of the GRMs and HVSs 
The experiments described in the previous sections unambiguously demonstrate that the 
HVSs play an important role as the specificity determinants of the T6-type adhesins. One 
possibility that intrigued us was that the adhesin had more HVSs than were actually required 
for efficient adsorption. In such a case, the supernumerary HVSs may have been retained to 
provide evolutionary flexibility in switching host range if the need arose. To examine such 
possibilities of design redundancy, we attempted to create a set of HVS deletion mutants, 
since, if this hypothesis was correct, some of these would be expected to be viable. This 
approach required the construction of phages with C-terminal g38 nonsense mutations that 
were made by mutagenic PCR of a T6 g38 cloned on a plasmid (see Materials and Methods). 
The mutated plasmid was used to transform an E. coli strain with a nonsense suppressor and 
the transformants were then infected by T6 wild-type. Recombination between the infecting 
phage and the plasmid-borne mutant g38 sequence results in some of the recombinant 
progeny obtaining the g38 nonsense allele from the plasmid. Such rare recombinant T6g38am 
phages can easily be identified by their inability to grow on a host strain that is non-
permissive for nonsense mutations (su-). Using this screen, we identified T6 g38 strains with 
amber mutations located just upstream of either GRM3 (T6g38amGRM3) or GRM5 
(T6g38amGRM5). Phages making of these aborted versions of gp38 adhesin had normal 
virion morphology, but were unable to adsorb and hence did not make plaques (data not 
shown). 
Gene 38 hybrid plasmids were then constructed that contained a series of deletions in the 
individual GRMs and HVSs. These were used to attempt to make viable phages containing 
the different g38 deletions by forcing a genetic exchange between the T6g38am phages and 
the g38 deletion hybrid plasmids. To do this, each of these plasmid strains was infected with a 
T6g38am and a set of progeny that made plaques on a host without an amber suppressor were 
isolated. The g38 sequences of these phages were then characterized. Such infections should 
produce recombinant phages that replaced the amber mutation with the g38∆sequence from 
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the plasmid, but such recombinants will only be viable and make plaques if the deleted 
sequence is nonessential for gp38 function. In situations where the g38am mutation and the 
g38∆sequences actually overlap or are contiguous, the recombinant progeny can only be 
g38∆. In this case, a failure to obtain any viable recombinants indicates that the particular g38 
deletion must be lethal. We analyzed progeny phages corresponding to such situations (phage 
T6g38amGRM3 and plasmid pg38∆GRM3, or phage T6g38amGRM3 and plasmid 
pg38∆HVS2): we obtained an extremely low titer of progeny phage that corresponded to the 
level expected from the reversion rate of the original g38am mutation. In order to easily 
discriminate phages bearing deletions from the pseudo wild-type progeny generated by the 
rare reversion of the g38am mutation, we employed a PCR screening strategy using a forward 
primer located in the deleted sequence and a reverse primer located outside of the deletion 
(see Materials and Methods). Among 48 phages thus analyzed in this experiment, we found 
none carrying the deletion mutants (Table 5). Analysis by DNA sequencing indicated that all 
of the viable progeny produced in this experiment had simply reverted their g38am mutation 
in different ways. In the situation where the g38∆ and the g38am mutations are non-
overlapping, both the wild-type and g38∆ recombinant progeny can be produced by the 
infection. Nevertheless, using the previously described PCR screening procedure, we did not 
find any deletions among the 220 phages that we screened from infections with plasmids 
bearing deletions in the different GRM and HVS motifs. Hence, we conclude that the various 
sequence deletions that were tested (∆GRM2/3/4 and ∆HVS1/2/3) are all required for 
efficient adsorption. 
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1.2.4. CONCLUSION  
The half-life of a phage in nature is generally believed to be quite short (Wommack and 
Colwell 2000), so frequent cycles of multiplication offer the simplest solution for the 
maintenance of the phage population in the environment. To multiply frequently, however, 
the phage must rapidly identify and infect a suitable host among the innumerable different 
bacterial species in its niche. Successful phage propagation involves unavoidable risks. As 
difficult as it is to find a compatible host, it is equally important for the phage to avoid suicide 
by infecting susceptible bacteria that is nonetheless unable to produce viable phage progeny. 
The phage’s survival depends on its ability to identify a few compatible hosts among the 
presumably much more numerous set of incompatible ones it randomly encounters. In the T4-
type phages, this critical decision is made primarily by the gp38 adhesins. The adhesin’s 
choice among the potential host candidates must be flexible, because bacteria are continually 
changing themselves specifically to avoid being infected by phages. Although the adhesin 
function is a critical component of the phage’s evolutionary success, the sustainability of the 
phage-host system limits how effective it can be. If an adhesin makes its phage too good at 
killing its host, these susceptible bacteria will rapidly disappear from the niche and, along 
with them, the phage that encoded this adhesin. The only resolution of this Darwinian 
dilemma is to achieve a balance that assures the long-term survival of both components of the 
phage-host system. The efforts of the phage to ameliorate its infectivity must be counter-
balanced by host changes that negate any transient advantage of the phage. This evolutionary 
process has resulted in a phage adhesin that is well adapted to making continual changes in its 
host specificity. The number and the ubiquity of the T4-related phages in nature is the 
ultimate proof that the adhesin’s design has successfully met this extremely difficult 
evolutionary challenge. 
Although there are countless ways to make a phage adhesin, the predominant form in the T4-
type coliphages is the gp38-type adhesin of phages T2 and T6. This small protein can 
recognize many different types of bacterial surface receptors. As an example, the Tsx integral 
outer membrane protein used by phage T6 is a widely conserved porin that transports 
ribonucleosides and deoxynucleosides across the bacterial outer membrane (Hantke 1976, 
Nikaido 2003). It has been convincingly demonstrated that purified Tsx protein binds to the 
T6 virion’s gp38 and in doing so drastically reduces the phage’s infectivity (Manning and 
Reeves 1978). Sequence alignments of the various bacterial Tsx proteins indicate 
considerable sequence conservation, but, in a fashion reminiscent of the gp38 sequence itself, 
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the Tsx gene has several hypervariable sequences. Tsx has a conserved β-barrel pore structure 
with six variably sized loops on its exterior rim. These are exposed on the exterior surface of 
the bacterial membrane and in some cases are the targets recognized by T6-like gp38 (Ye and 
van den Berg 2004). For example, in the E. coli Tsx protein, a substitution of 2 amino acids 
(N249 and N254) in the Tsx extracellular loop L6 makes the host cell completely resistant to 
infection by phage T6 (Schneider et al. 1993). 
Although there are no homologs of E. coli Tsx in any of the sequenced Y. pseudotuberculosis 
genomes, some of our Y. pseudotuberculosis strains are infected by phages with a gp38 
adhesin that recognizes the Tsx protein in E. coli. These Yersinia strains do have other outer 
membrane proteins, such as OmpA, with similar β-barrel structures having exposed 
extracellular loops like the Tsx protein (Fig. 33) and it is likely that one of these structurally 
related molecules is an alternative receptor that can be recognized by the T6-like adhesin. In 
such a case, one could imagine that the T6-like gp38 might require only minor modifications 
in the Tsx recognition specificity to allow it to recognize another Yersinia β-barrel protein 
with exposed surface features similar to the E. coli Tsx porin. The Tsx structure of E. coli has 
been solved (Ye and van den Berg 2004), as has that of E. coli OmpA protein (Pautsch and 
Schulz 1998). Although their sequences have only small patches of homology, it is evident 
from structural comparison that the two proteins share common features (Fig. 33). The 
sequence of the Tsx surface motifs that are the binding sites for phage T6 adhesin are located 
in the extracellular loops (Schneider et al. 1993, Ye and van den Berg 2004) and the sequence 
of these Tsx loops are not obviously conserved in the Yersinia OmpA sequence. Hence it will 
be imperative to get an unambiguous identification of the protein(s) and the motifs that are 
targeted in Yersinia by the Tsx-type g38 adhesins. If indeed the Yersinia T6 receptor is the 
OmpA protein or another porin that are well conserved in many Proteobacteria, then 
coliphages carrying such dual (e.g.: Tsx/OmpA) porin-targeting gp38 adhesins could be 
infective on numerous additional species. 
An unexpected result to emerge from this and earlier work (Tétart et al. 1996) is that the 
classical T-even coliphages T4 and T6 require only modest changes in their adhesin 
sequences to infect Yersinia; and some T-even phages (e.g. PST) infect this host naturally. 
This unexpectedly wide host range of some T4-type phages could reflect an evolutionary 
evaluation that it is too risky for the T4-type phages to limit their host range to a single 
bacterial species. It can be viewed as the phage’s emergency backup system that is used only 
when the primary host has transiently disappeared from the niche. These phages have large 
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genomes that encode nearly all the functions they require to propagate, so the additional 
investment of sequence in the adaptive genes to infect a not-so-distant host species is 
probably minor compared to the survival value of having a back-up host. We have tested the 
host range of some T4-type phages with T6-like adhesins on a set of clinical Y. 
pseudotuberculosis strains. These data revealed that phages with different variants of the gp38 
sequences have differences in their host range on Yersinia strains and, perhaps not so 
surprisingly, some phages with identical gp38 sequences also have somewhat different host 
spectrums. Bacteria encode numerous host defensive mechanisms that block phage 
multiplication (such as restriction nucleases; Arber and Dussoix 1962) and presumably many 
of the minor host-range differences of Yersinia phages with identical gp38 sequences reflect 
their differing sensitivities to such host defenses. 
The data from hosts defective for various phage receptor genes indicate that although many of 
the T4-type coliphages studied target only a single host receptor, some require a combination 
of more than one. Some T4 phages have adhesins that are specialist for a single host receptor 
while others have elected to have a more diverse recognition capacity. Such a choice 
presumably reflects the differences in the evolutionary histories of the phages, their hosts and 
their habitats. 
Our analysis of the gp38 sequence plasticity was made complicated by the occurrence of 
modular swapping within the C-terminal specificity domain. This can create chimeric 
adhesins such as that of the phage Mi which recognizes only the OmpA receptor, yet its 
HVS1 sequence is identical to that in T6 whose adhesin recognizes the Tsx receptor. A simple 
explanation for this curious pattern of identity and divergence is that a modular swap once 
occurred between a T6-like and a Mi-like phage via an exchange at GRM2 that has previously 
been identified as a g38 recombinational hotspot (Tétart et al. 1998). A similar sort of 
modular exchange near GMR2 appears to have occurred in the Ac3 gp38 which targets 
OmpA – it has a T6-like HVS1 sequence, but novel HVS2-4 sequences. 
Our failed attempts to create various deletions (∆GRM2, ∆GRM3, ∆GRM4, ∆HVS1, ∆HVS2 
and ∆HVS3) in the g38 portion encoding the C-terminal protein specificity domain indicate 
that these sequences are required for efficient adsorption. This result was unexpected because, 
although we thought that each of the HVSs contributed to the adhesin’s specificity, we did not 
anticipate that all of them would be required. This result provides no support for the notion 
that some of HVSs are either supernumerary or functionally redundant with others. At least in 
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the E. coli BE host, each of the HVS seems to make an essential contribution to gp38’s role in 
adsorption. Alternatively, there could be some functional redundancy in the HVSs after all, 
but that the deletion of even one domain destabilizes the gp38 structure enough to prevent 
overall function. Although the T6 HVSs appear to act together to recognize the receptors in E. 
coli BE, it remains possible that some of these HVSs are dispensable for the infection of other 
hosts. A similar deletion analysis of the g38 GRM sequences indicated that all of them that we 
tested were also required for gp38 function. Apparently, the GRMs act in a coordinated 
fashion for the formation and/or maintenance of the core structure of the adhesin. 
In conclusion, the view of the gp38 adhesin that emerges here is that of a protein designed to 
exploit a set modular recognition sequences. This kind of arrangement provides the adhesins 
with the flexibility to alter their target specificity. The elegance of such a design is that the 
recognition operates by a series of interchangeable modular binding sequences (HVSs) that 
provide the adhesin with the crucial plasticity in its targeting, since swapping HVSs creates 
new combinations of host-specificity determinants. Nevertheless, since some of the specificity 
determinants may remain unchanged, both the old and the new adhesins will often share at 
least some recognition features. Since the host is continually changing its surface topology to 
avoid phage infection, a phage stratagem of relying on both conserving previously successful 
elements for host recognition and on random recruitment of similar elements from a much 
wider population seems well adapted to creating the required diversity in a semi-intelligent (or 
at least not totally random) fashion. There is an enormous library of interchangeable adhesin 
binding domains within diverse T4 superfamily genomes and recombination in these phages 
is both efficient and promiscuous. Hence, the T6 adhesin design provides a powerful 
“networked” solution to the problem of successful switching of adhesin specificities – a 
problem that is probably too large and complicated to solve with only the genetic resources of 
even a small set of very closely related phages. 
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1.3.1. INTRODUCTION 
La gp38 du phage T6 présente une structure caractéristique constituée de 5 GRM très 
conservés entre différents phages possédant une adhésine de type T6 et de 4 HVS 
phylogénétiquement hypervariable. D’après le modèle hypothétique proposé par Dexler et al. 
(1986), les GRM permettraient de constituer un noyau qui stabiliserait la structure et 
permettraient une présentation optimale des HVS pour la reconnaissance des récepteurs 
bactériens. Afin d’identifier si les GRM et/ou les HVS sont indispensables à la fonction de 
l’adhésine, des délétions systématiques de chaque HVS et GRM ont été effectuées sur 
l’adhésine du phage T6. Le bilan de cette analyse a été précédemment présenté dans l’article 
en 1.2. Cette partie a pour objectif de présenter la méthode mis au point pour la construction 
des phages recombinants T6g38∆domain présentant au niveau de leur adhésine la délétion 
d’un GRM ou d’un HVS et les résultats qui ont permis de conclure sur l’essentialité des 
domaines délétés pour la fonction de l’adhésine du phage T6.  
1.3.2. MATERIELS ET METHODES 
Construction des plasmides contenant la séquence de l’adhésines T6 avec un HVS ou un 
GRM délété. 
Les différents plasmides contenant un gène 38 avec la délétion d’un GRM ou d’un HVS 
située dans la région C-terminal de spécificité ont été créés d’après la méthode du « gene 
shuffling » (Boubakri et al. 2006). La stratégie générale est détaillée en Figure 35. Cette 
méthode nécessite l’utilisation d’amorces permettant d’obtenir les délétions souhaitées par 
PCR. Pour chaque délétion, des amorces sens (F) et antisens (R) sont dessinés de sorte qu’ils 
soient complémentaires à la région en amont (A) et en aval (B) de la séquence à déléter 
(exemple du GRM1 en Figure 35).  
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Les oligonucléotides ont pour nom générique T6g38∆domain-F ou T6g38∆domain-R, où 
∆domain correspond à un domaine à déléter : HVS1, HVS2, HVS3, HVS4, GRM1, GRM2, 
GRM3, GRM4 ou GRM5 (La séquence des amorces utilisées est détaillée dans la section 
Matériels et Méthodes de la Partie 2, 1.2 Publication I). Ainsi, les amorces T6g38∆domain-F 
ou T6g38∆domain-R ne contiennent pas la séquence du domaine à déléter et permettent 
d’amplifier à partir du point de délétion vers l’extrémité du gène 38. Deux PCR indépendantes 
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sont ensuite effectuées avec deux couples d’amorces différents. PCR 1 : T6g38∆domain-
R/FT6.80.11 et PCR 2 : T6g38∆domain-F/FR81. Les produits des PCR 1 et 2 ont ensuite été 
purifiés et assemblés lors d’une PCR où ils sont eux-mêmes utilisés comme amorces. Cette 
PCR est effectuée avec 0.3 U de Taq DNA polymerase, d’après le protocole suivant : 
dénaturation initiale de 1 min à 95°C suivit de 2 cycles de dénaturation à 95°C pendant 30 s, 
hybridation à 35°C pendant 1 min, et une extension à 72°C pendant 2 min; puis une étape 
d’extension final à 72°C pendant 9 min. Les fragments chimériques de gène 38 présentant une 
délétion de GRM ou de HVS ont ensuite été amplifiés à l’aide des amorces externe FT6.80.11 
et FR81 lors d’un programme PCR standard. Les produits finaux ont été séquencés, et ceux 
dont la présence de la délétion a été confirmée, ont été clonés dans le plasmide pGEM-T 
(Promega). A ce stade les fragments présentant des imperfections de délétions n’ont pas été 
utilisés pour l’analyse, et par manque de temps leur construction n’a pas été reproduite. Les 
plasmides obtenus et utilisés pour l’analyse de la gp38 de T6 par délétions sont donc 
pg38∆HVS1, pg38∆HVS2, pg38∆HVS3, pg38∆GRM2, pg38∆GRM3 and pg38∆GRM4 
portant respectivement le gène 38 de T6 avec la délétion de HVS1, HVS2, HVS3, GRM2, 
GRM3, ou GRM4. Le plasmide contenant la séquence sauvage du gène 38 de T6 est nommé 
pg38WT. 
Construction et isolement des phages recombinants T6g38∆domain potentiels : 
La stratégie générale de construction des phages recombinants T6g38∆domain est présentée 
en Figure 36. Les détails techniques ont préalablement été présentés dans la Partie 2, 1.2-
Publication I. 
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Identifications de phages recombinants T6g38∆domain 
Afin d’identifier si les phages présents dans la plage sélectionnée sont des phages 
T6g38∆domain avec la délétion souhaitée, une PCR a été effectuée. Lors de cette PCR 
standard, une amorce sens s’hybridant à l’intérieur de la zone à déléter et l’amorce antisens 
FR81 s’hybridant à l’extrémité du gène 38 ont été utilisées. Les amorces utilisées pour chaque 
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délétion sont présentés dans la section Matériel et Méthode de la Partie 2, section 1.2- 
Publication I. L’absence de produit d’amplification révèle une délétion dans le domaine 
souhaité. Le couple d’amorces FT6.80.11/FR81 a ensuite été utilisé pour amplifier la 
séquence entière du g38 d’un échantillon de plusieurs phages issue des différents 
croissements en vue d’un séquençage. 
1.3.3. RESULTATS ET DISCUSSION 
Afin d’obtenir des phages recombinants T6g38∆HVS1, T6g38∆HVS2, T6g38∆HVS3, 
T6g38∆GRM2, T6g38∆GRM3 and T6g38∆GRM4, des croissements entre chaque plasmide 
pg38∆domain et les deux phages ambres T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 ont été 
effectués. Au vue du nombre important de plages de lyses obtenus et analysées pour chaque 
croissement, seul les résultats des croissements effectués pour l’obtention de phages 
recombinants T6g38∆GRM2 seront présentés à titre d’exemple. Toutefois la synthèse de 
l’ensemble des résultats de chaque croissement est présentée dans la Table 5 de la publication 
I située dans la Partie 2, 1.2. 
L’identification des phages T6g38∆GRM2 a été effectuée par PCR avec l’amorce sens HVS2-
F s’hybridant dans le domaine HVS2, et l’amorce antisens FR81. Si le domaine HVS2 est 
délété, aucun produit PCR ne sera obtenu. Dans le cas contraire la taille du produit amplifié 
sera de 434 paires de bases. Seize plages contenant des phages T6g38∆GRM2 potentiels issus 
d’un croissement avec le phage T6g38amGRM3 et seize autres avec le phage 
T6g38amGRM5 ont été testés par PCR. Des PCR identiques sur les phages ambre 
T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5 et le plasmide pg38∆GRM3 ont aussi été testés en tant 
que contrôle n’ayant pas de délétion du GRM2, et donc un fragment de 434 pb est attendu 
pour ces échantillons. Le plasmide pg38∆GRM2 est lui utilisé comme contrôle présentant une 
délétion du GRM2 et donc ne permettant pas d’obtenir de produits PCR. La Figure 37 
présente le gel d’agarose contenant les fragments PCR des 32 phages recombinants et des 
différents contrôles. L’observation des résultats attendus pour les différents contrôles valide la 
méthode utilisée. En effet, un produit PCR d’environ 405 pb a été amplifié avec le plasmide 
pg38∆GRM3 puisqu’il présente une délétion du GRM3 (29 pb) mais pas du GRM2. 
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 Ensuite, comme attendus, aucun produit PCR n’est observable pour le plasmide 
pg38∆GRM2, puisqu’il n’y a pas de GRM2 donc l’amorce sens HVS2-F est incapable de 
s’hybrider sur le gène 38. Enfin, un produit PCR attendu d’environ 434 pb est observable pour 
les deux phages T6g38amGRM3 et T6g38amGRM5, puisque ces phages ne présentent pas de 
délétion dans leurs gène 38. Cependant les 32 phages analysés présentent tous un produit PCR 
d’une taille d’environ 434 pb. Ce résultat correspond à l’amplification d’un gène 38 pleine 
taille et donc prouve l’absence d’une éventuelle délétion dans ces phages. Deux recombinants 
parmi les 16 phages, de chaque croissement, ont été analysés par PCR. 
Rec1 : T6g38amGRM3 × pg38∆GRM2, 
Rec2 : T6g38amGRM3 × pg38∆GRM2, 
Rec3 : T6g38amGRM5 × pg38∆GRM2, 
Rec4 : T6g38amGRM5 × pg38∆GRM2. 
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Les résultats révèlent qu’effectivement aucune délétion n’est présente dans le g38 des phages 
analysés (Figure 38). 
 
 Le crible consistant à utiliser des phages ambre nous permet d’isoler sur la souche su- E. coli 
BE des phages recombinants et des phages révertants. Toutefois bien que la séquence gp38 
soit de type sauvage, des mutations ponctuelles permettent d’observer que les phages ne sont 
pas des phages révertants mais des phages recombinants (Figure 39). 
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 En effet, on peut voir que le plasmide pg38∆GRM2 présente six mutations ponctuelles et une 
mutation silencieuse. La mutation S203P (une sur les six) est présente sur les phages ambre 
T6g38amGRM3, T6g38amGRM5 et sur le plasmide pg38∆GRM2. Les cinq autres ne sont 
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présents que sur le plasmide pg38∆GRM2. La mutation silencieuse n’est visible que sur le 
gène 38 en position 615 (C615T). Le codon présent sur le gène 38 sauvage (TCC) et celui 
présent sur le plasmide (TCT) code pour tous deux pour une Sérine ce qui n’entraine aucun 
changement sur la séquence protéique. Cependant toutes ces mutations permettent de 
localisation les évènements de recombinaison qui ont eu lieu entre le gène 38 du phage ambre 
utilisé et le plasmide pg38∆GRM2 (Figure 39 a pour Rec1 et 2 ; Figure 39 b pour Rec 3 et 4). 
De plus, sur la séquence nucléotidique des recombinants on peut voir qu’aux positions 517, 
518, 519 correspondants au codon stop (TAG) du phage T6g38amGRM3 et 703, 704, 705 
correspondants au codon stop (TAG) du phage T6g38amGRM5, les codons correspondent à 
ceux présents sur le gène 38 sauvage. Pour passer d’un codon TAG à un codon GGC (pour 
T6g38amGRM3) et à un codon GAT (pour T6g38amGRM5), il faudrait qu’un évènement 
aléatoire entraine deux ou trois mutations ponctuelles à des positions juxtaposées. Cet 
évènement qui serait visible chez un phage révertant est très peu probable et prouve que les 
phages Rec1, Rec2, Res3, Rec4 ne sont pas des révertants mais des recombinants. 
Les échantillons de phages analysés issus des croisements entre phages T6g38amGRM3 ou 
T6g38amGRM5 avec les différents plasmides pg38∆domaine prouve que la méthode utilisée 
permet de créer des phages recombinants. Cependant aucun phage analysé ne présente de 
délétion de HVS1, HVS2, HVS3 ou de GRM2, GRM3, GRM4. Par conséquent, nous 
pouvons conclure que les différentes séquences qui ont été délétés sont toutes indispensables 
pour la fonction d’adsorption de l’adhésine gp38 du phage T6. Les expériences ayant été 
effectuées sur la souche E. coli BE, il est possible que l’absence de plage de lyse 
correspondant à un phage recombinant T6g38∆domaine soit du à la souche utilisé. En effet il 
est possible que les domaines délétés soit nécessaires dans la reconnaissance spécifique de 
cette souche. Il est aussi envisageable que ces délétions aient entrainées des modifications 
structurales importantes de l’adhésine et donc une perte de fonction empêchant l’adsorption 
efficace aux récepteurs bactériens. 
1.3.4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
La délétion de HVS et de GRM sur l’adhésine gp38 du phage T6 nous a permis de montrer 
que ces derniers sont indispensables pour la fonction de l’adhésine. A ce jour, les délétions 
GRM1, HVS4, et GRM5 restent à analyser. Au vue des résultats obtenus pour tous les autres 
HVS et GRM on peut supposer que le GRM1, l’ HVS4 et le GRM5 soient aussi 
indispensables pour l’adsorption de l’adhésine à son récepteur bactérien. L’absence de 
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recombinants présentant une délétion peut être liée à la spécificité pour la souche E. coli BE 
utilisée pour isoler les plages de lyses des recombinants. Il serait donc intéressant de refaire 
les expériences en utilisant une ou plusieurs autres souches su-, qui pourraient révéler la 
présence d’un domaine particulier impliqué directement dans la reconnaissance d’une souche. 
Cependant, la perte de fonction liée à une modification structurale semble plus probable. En 
effet, il est possible que chaque HVS ou GRM doivent être espacés par une distance 
nécessaire pour former une structure optimale permettant la fonction de l’adhésine. Afin de 
vérifier cette hypothèse, des phages recombinants pourront être construits en remplaçant les 
délétions de GRM ou de HVS par des espaceurs correspondant à une séquence aléatoire. Pour 
l’analyse des HVS, ces espaceurs pourront aussi être des séquences d’HVS d’autres phages 
(par exemple RB33) très différentes du phage T6. Ceci pourra nous renseigner sur 
l’essentialité de la taille des séquences entre GRM et HVS mais aussi une corrélation de 
spectre pourrait aussi être observée sur des phages recombinants T6 possédant un seul HVS 
du phage RB33. 
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PARTIE 2 : 
DECOUVERTE D’UN PHENOMENE NATUREL DE 
SYNERGIE PHAGE-ANTIBIOTIQUE ; L’EFFET PAS 
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Les travaux présentées en Partie 1, sur les déterminants de la spécificité présente un 
intérêt certain pour une éventuelle utilisation des propriétés antibactériennes des phages. Par 
exemple, dans le domaine médical, les bactériophages pourraient constituer une alternative 
aux antibiotiques. Toutefois il est possible d’envisager l’utilisation d’une thérapie combinant 
phages et antibiotiques. Cette solution pourrait présenter deux avantages importants. Tout 
d’abord, le traitement serait probablement plus efficace. Ensuite, la pression de sélection 
menant aux résistances bactériennes serait fortement atténuée grâce à l’utilisation simultanée 
de deux modes d’action différents. De plus, le traitement pourrait être encore plus efficace, en 
créant des phages plus performants avec des adhésines chimériques spécifiques des souches 
cibles à détruire. 
Toutefois, bien que le cycle infectieux des phages soit bien compris pour certain d’entre eux 
comme T4, peu de résultats sont disponibles sur l’influence exacte de l’environnement 
extérieur sur celui-ci. Comme par exemple, le comportement des phages en présence d’un 
hôte bactérien, dont la physiologie est altérée par un antibiotique. Par ailleurs, il est bien 
connu que certaines classes d'antibiotiques inhibent la division cellulaire bactérienne et peut 
donc, à des concentrations sub-létales, augmenter la biomasse et la capacité de biosynthèse 
des cellules bactériennes. Les travaux, présentés dans cette Partie 2, démontrent, suite à une 
observation fortuite, que les phages peuvent profiter de cet état de la cellule hôte modifiée 
pour augmenter leur propre production. Par exemple, lorsqu’une culture bactérienne est 
exposée à des antibiotiques qui bloquent la division cellulaire et induisent la formation de 
filaments, la cellule hôte permet d’augmenter de façon significative la production de phages. 
Des expériences en milieu liquide ont montrés que cette surproduction est causée, par la 
présence d’une importante biomasse et donc une capacité de biosynthèse importante, et / ou 
par le déclenchement avancée de la lyse permettant au phage d’effectuer de nombreux cycles 
infectieux. Ce phénomène naturel a alors été nommé effet « PAS pour Phage-Antibiotic 
Synergy ». La découverte de l’effet PAS, a été effectuée lors de l’observation fortuite d’un 
résultat d’antibiogramme effectué sur l’urine d’un enfant malade atteint d’une infection 
bactérienne urinaire. Dans cette boite, on pouvait déterminer la sensibilité aux antibiotiques 
de la souche impliquée dans l’infection, ainsi qu’observer un phage présent dans l’urine 
capable d’infectée cette même souche. De façon surprenante, les plages de lyses, présentes en 
périphérie de l’halo d’inhibition bactérienne, créé par certains antibiotiques, présentaient une 
taille supérieure à la taille habituelle, visible sur le reste de la boite. Des travaux 
supplémentaires ont montrés qu’un effet similaire était observable dans divers systèmes hôtes-
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phage, y compris les phages de Type-T4, en présence de β-lactamines, de quinolones, ainsi 
que la mitomycine C. 
Ma contribution dans ce travail a été de quantifier les phages présents dans les plages 
de lyses avec ou sans antibiotique. L’objectif a été de déterminer si l’augmentation de la taille 
des plages était bien liée à une augmentation de la production de phages.  
Tout d’abord, la souche utilisée pour ces travaux a été E. coli AS19. Les caractéristiques de 
cette souche est d’une part, d’être perméable aux antibiotiques (Sekiguchi et Iida, 1967) et 
d’autre part, une importante augmentation des plages de lyses est observable avec cette 
dernière, pour la majorité des phages de Type-T4. Ensuite, l’antibiotique utilisé pour cette 
quantification a été la Céfotaxime (CTX) à 30 ng/mL, correspondant à la concentration sub-
léthal pour la souche AS19. Enfin, divers phages ont été testés pour l’effet PAS. Les phages 
concernés ont été T4, RB33 et RB49 appartenant au genre du Type-T4, ainsi que les phages 
T3 et T7, appartenant à la famille des Podoviridae du genre de Type-T7. Ainsi, un tapis 
d’AS19 présentant une quantité de plages de lyse fixe, a été incubé avec ou sans CTX, à la 
température optimale de chaque phage pendant 24°C. La surcouche de gélose avec ou sans 
CTX a ensuite été récoltée pour la quantification par la méthode classique de titration des 
phages. Les résultats obtenus montrent clairement que la taille des plages est directement liée 
à une augmentation de la production de phages par la souche AS19. Par exemple, le phage T4 
présente une augmentation du titre d’environ 11 fois, qui correspond à la plus forte 
augmentation parmi les phages testés.  
Ce phénomène mis en évidence dans différents systèmes hôtes-phages non apparentés, 
suggère que cet effet confère aux phages un avantage important pour leurs cycles de vies dans 
un contexte environnemental en interaction avec leurs hôtes et en présence d’organismes 
producteurs d’antibiotiques. Sur le plan médical et industriel, les phages capables d’effet PAS 
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Les travaux complets sur l’effet « PAS » sont présentés et discutés dans les deux publications 
ci-jointes.  
Le premier article présente brièvement les éléments qui ont mené à la découverte du 
phénomène de « Synergie Phages-Antibiotiques ». Puis, cette découverte est remise dans le 
contexte de la thérapie phagique potentiellement intéressante dans le domaine médicale, ainsi 
que dans un contexte environnemental présentant une sorte de mutualisme entre phages et 
organismes producteurs d’antibiotiques.  
Dans le second article des expériences complémentaires permettent de comprendre de façons 
plus précises les évènements moléculaires impliqués dans ce phénomène. 
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des phages : un regain d’intérêt
Nous avons tous nos prédateurs… L’être 
humain, après avoir surmonté les dan-
gers des gros prédateurs (tigres aux 
dents de sabre par exemple), est main-
tenant menacé par de minuscules pré-
dateurs comme les bactéries pathogè-
nes. Heureusement, les bactéries sont 
aussi victimes de prédateurs natu-
rels puisque, comme tous les autres 
organismes vivants, elles peuvent être 
infectées par des virus. Ces virus de 
bactéries, les bactériophages ou pha-
ges, sont très spécifiques ; ils infectent 
en général une seule espèce de bactérie 
et même souvent seulement certaines 
souches de l’espèce [1, 2]. Presque 
toutes les espèces bactériennes peu-
vent être infectées par de nombreux 
phages différents. Au total, plus de 
5 500 phages distincts ont été identi-
fiés par microscopie électronique dans 
les laboratoires du monde entier [3]. 
Cependant, cet échantillon de phages 
ne représente qu’une infime fraction de 
leur vraie diversité. Ces types de virus 
sont ubiquitaires et sont les « entités 
biologiques » les plus abondantes de la 
biosphère ; leur nombre dépasse de 10 
à 15 fois celui de leurs bactéries hôtes 
[4, 5].
Les phages ont été découverts au début 
du XXe siècle par Félix d’Hérelle [6], un 
microbiologiste franco-canadien ayant 
travaillé un certain temps à l’Institut 
Pasteur de Paris. Dès leur découverte, 
ils ont été utilisés pour combattre 
certaines infections bactériennes. La 
vague de « phagothérapie » s’est alors 
propagée dans la communauté médi-
cale jusqu’à ce qu’elle soit rapidement 
supplantée par la découverte et l’utili-
sation des antibiotiques. La phagothé-
rapie a cependant continué d’exister 
jusqu’à ce jour en ex-Union soviétique, 
en particulier en République de Géor-
gie, grâce à l’Institut George Eliava 
cofondé par d’Hérelle et Eliava dans les 
années 1920 [7]. Depuis l’émergence 
de bactéries pathogènes résistantes 
aux antibiotiques, les travaux sovié-
tiques suscitent un vif intérêt dans le 
monde médical et scientifique ; des 
sociétés biotechnologiques, pharma-
ceutiques et agroalimentaires tentent 
d’exploiter commercialement l’activité 
antibactérienne des phages. Ce regain 
d’intérêt touche aussi bien la recherche 
fondamentale que les enjeux cliniques 
et se traduit par un nombre crois-
sant de publications scientifiques et de 
colloques internationaux, tel celui de 
l’Institut Pasteur de Paris en novem-
bre 2007 [8].
Synergie entre antibiothérapie 
et production de phages
La multiplication des phages est criti-
que pour la thérapie phagique ; elle a 
aussi un énorme impact sur l’écologie 
microbienne de la planète. Néanmoins, 
les effets des facteurs environnemen-
taux sur la propagation des phages 
restent quasiment inexplorés. Dans ce 
domaine, nous avons fait une décou-
NOUVELLE
A.M. Comeau, F. Tétart, S.N. Trojet, 
H.M. Krisch : Laboratoire de Microbiologie 
et Génétique Moléculaires, UMR 5100, 
Centre National de la Recherche Scientifique, 
Université Paul Sabatier III, 
31062 Toulouse Cedex 9, France.
krisch@ibcg.biotoul.fr
M.F. Prère :  Laboratoire de Microbiologie 
et Génétique Moléculaires UMR5100, 
Centre National de la Recherche Scientifique, 
Université Paul Sabatier-Toulouse III, 
Toulouse, France. 
Laboratoire de Bactériologie, 
Institut Fédératif de Biologie, 
Centre Hospitalier Universitaire de Toulouse, 
Toulouse, France.
La « synergie 
phages-antibiotiques »
Un enjeu pour la phagothérapie
André M. Comeau, Françoise Tétart, Sabrina N. Trojet, 
Marie-Françoise Prère, Henry M. Krisch
verte potentiellement très importante ; 
elle a été publiée récemment dans 
la revue PLoS ONE [9]. L’addition à 
des cultures bactériennes de faibles 
doses d’antibiotiques qui bloquent la 
division cellulaire et induisent la for-
mation de filaments, comme le font les 
céphalosporines, augmente de façon 
significative la production de phages. 
Nous avons observé ce phénomène chez 
plusieurs types des phages virulents. 
Par exemple l’addition de céfotaxime, 
une céphalosporine de troisième géné-
ration, à une culture d’Escherichia coli 
uropathogène, à dose non létale pour 
les bactéries, a augmenté de plus de 7 
fois la production du phage φMFP. Ces 
antibiotiques augmentent le volume 
bactérien par leur blocage de la division 
cellulaire, permettant ainsi une surpro-
duction de phages, et accélèrent la lyse 
de la bactérie par les phages. Ces deux 
facteurs provoquent une propagation 
plus rapide de l’infection phagique. 
Nous avons appelé ce phénomène la 
« synergie phages-antibiotiques » (PAS 
en anglais) (Figure 1). Nous avons mis 
en évidence le phénomène PAS avec 
des antibiotiques de la famille des β-
lactames et des quinolones dans divers 
systèmes bactéries-phages. Le fait que 
plusieurs phages non apparentés réa-
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gissent de manière similaire suggère 
que ce phénomène leur confère un com-
mun avantage important.
Intérêt de l’interaction 
phages-antibiotiques pour l’équilibre 
des populations microbiennes
Cette « synergie phages-antibiotiques » 
pourrait être utilisée à des fins médi-
cales thérapeutiques et prophylacti-
ques. De plus, ces traitements mixtes 
devraient recevoir une meilleure appro-
bation que la phagothérapie seule. Le 
phénomène PAS est-il simplement une 
curiosité biologique utile pour la pha-
gothérapie, ou correspond-t-il à une 
particularité jusque-là inconnue des 
cycles de vie des phages - la capacité 
de s’adapter avec succès à un environ-
nement moins favorable pour la crois-
sance bactérienne ? La présence natu-
relle dans l’environnement de faibles 
quantités d’antibiotiques sécrétées par 
des champignons et certaines bacté-
ries (par exemple les actinomycètes) 
constitue une forte pression sélective 
pour l’émergence de stratégies de résis-
tance. La filamentation chez les bacté-
ries en présence de certains antibioti-
ques en est une [10] et cette stratégie 
s’avère avantageuse pour l’évolution. 
Les phages, quant à eux, profitent de 
la physiologie altérée de ces bactéries 
« stressées » pour amplifier le nombre 
de phages produits par cycle d’infection 
par rapport aux situations plus saines. 
Cette stratégie serait logique car, sous 
l’effet des antibiotiques, les bactéries 
hôtes de ces phages sont vouées à 
disparaître. La production de phages 
supplémentaires permet aux phages de 
perdurer jusqu’à la rencontre de nou-
veaux hôtes dans des environnements 
plus sains. D’un point de vue écologi-
que, une sorte de mutualisme existe-
rait entre les organismes producteurs 
d’antibiotiques (champignons et bac-
téries) et les phages capables de PAS 
pour concurrencer plus efficacement les 
bactéries sensibles. Cette synergie entre 
producteurs d’antibiotiques et phages 
pourrait jouer un rôle dans l’équilibre 
des populations microbiennes dans les 
sols, les eaux ou à l’intérieur de l’être 
humain (Figure 2).
Des études supplémentaires seraient 
nécessaires pour préciser l’impact du 
phénomène PAS sur les écosystèmes 
microbiens. Pour l’instant nous tentons 
de mieux comprendre le(s) mécanisme(s) 
moléculaire(s) impliqués [9]. Quant à 
l’enjeu thérapeutique du phénomène 
PAS, la nature nous a fourni la bonne 
recette - si vous voulez détruire des 
bactéries pathogènes, leur administrer 
simultanément une pincée d’antibiotique 
et une cuillère de phages serait proba-
blement plus efficace que chacun des 
traitements individuellement. ‡
Figure 1. Le phénomène de « Synergie Phages-Antibiotiques » (PAS) avec le phage fMFP sur Escherichia coli MFP. À gauche, un antibiogramme 
montrant la sensibilité de la souche uropathogène E. coli MFP à différents antibiotiques. Notez que cette souche est résistante à l’amoxicilline et 
la triméthoprime/sulfaméthoxazole (absence de halo d'inhibition autour des deux pastilles). À droite, le même antibiogramme avec l’addition de 
plusieurs centaines de phages virulents φMFP dans le tapis bactérien. Les plages de lyse sont beaucoup plus grandes à proximité des antibiotiques 
β-lactames aztreonam et cefixime (indiqués avec les « + »). L’augmentation de la taille des plages, phénomène PAS, est causée par une surpro-
duction de phages et une lyse plus rapide des bactéries par les phages. La gentamicine et la tétracycline n’ont pas donné de réponse PAS (taille de 
plages de lyse normale autour des halos).
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of a natural phenomenon, 
«Phage-Antibiotic Synergy». 
Implications for phage therapy
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Phage-Antibiotic Synergy (PAS): b-Lactam and Quinolone
Antibiotics Stimulate Virulent Phage Growth
Andre´ M. Comeau1., Franc¸oise Te´tart1., Sabrina N. Trojet1, Marie-Franc¸oise Pre`re1,2, H. M. Krisch1*
1 Laboratoire de Microbiologie et Ge´ne´tique Mole´culaires, Centre National de la Recherche Scientifique, Universite´ Paul Sabatier-Toulouse, Toulouse,
France, 2 Laboratoire de Bacte´riologie, Institut Fe´de´ratif de Biologie, Centre Hospitalier Universitaire de Toulouse, Toulouse, France
Although the multiplication of bacteriophages (phages) has a substantial impact on the biosphere, comparatively little is
known about how the external environment affects phage production. Here we report that sub-lethal concentrations of certain
antibiotics can substantially stimulate the host bacterial cell’s production of some virulent phage. For example, a low dosage of
cefotaxime, a cephalosporin, increased an uropathogenic Escherichia coli strain’s production of the phage wMFP by more than
7-fold. We name this phenomenon Phage-Antibiotic Synergy (PAS). A related effect was observed in diverse host-phage
systems, including the T4-like phages, with b-lactam and quinolone antibiotics, as well as mitomycin C. A common
characteristic of these antibiotics is that they inhibit bacterial cell division and trigger the SOS system. We therefore examined
the PAS effect within the context of the bacterial SOS and filamentation responses. We found that the PAS effect appears SOS-
independent and is primarily a consequence of cellular filamentation; it is mimicked by cells that constitutively filament. The
fact that completely unrelated phages manifest this phenomenon suggests that it confers an important and general advantage
to the phages.
Citation: Comeau AM, Te´tart F, Trojet SN, Pre`re M-F, Krisch HM (2007) Phage-Antibiotic Synergy (PAS): b-Lactam and Quinolone Antibiotics Stimulate
Virulent Phage Growth. PLoS ONE 2(8): e799. doi:10.1371/journal.pone.0000799
INTRODUCTION
The phage-infected bacterial cell undergoes a complex develop-
mental program that is largely defined by the phage genome.
Although this developmental cycle is generally well understood for
phages such as T4 or l [1,2], little is known about how the
external environment influences it. What is well known, however,
is that many classes of antibiotics inhibit bacterial cell division
[3,4] and can thus, at sub-lethal concentrations, increase the
biomass and hence the biosynthetic capacity of bacterial cells. A
fortuitous observation has allowed us to demonstrate that virulent
phages have evolved the capacity to take advantage of this altered
host cell state to increase their own production. A second
consequence of such drugs is to accelerate the lysis of the infected
cells, hence allowing the phages to spread more rapidly. We
discuss the observations that lead to the discovery of this
phenomenon, its characteristics, and the role that this phage-
antibiotic synergy could play in the natural environment.
RESULTS AND DISCUSSION
To determine the antibiotic sensitivity of the bacterium causing
a urinary tract infection in a hospitalized child, a Petri plate was
inoculated with a dilution of the patient’s urine and a series of
antibiotic disks were placed on the surface of the agar. As
suspected, the urine was contaminated with an uropathogenic
Escherichia coli strain, but also with phages that infected it.
Remarkably, with some of the antibiotics, the phage plaques were
significantly larger in zones circumscribing the disks where there
was a sub-lethal concentration of the drug. This effect was observed
with disks containing the b-lactam antibiotics (aztreonam, a mono-
bactam, and cefixime, a cephalosporin), but not with antibiotics of
other classes (tetracycline and gentamicin). Thus, a sub-lethal dosage
of b-lactam antibiotics appeared to stimulate phage growth in this
host-phage system. To further characterize this curious phenome-
non, both a single a colony of the uropathogenic E. coli isolate (MFP)
and a single phage plaque (wMFP) were isolated from the urine
sample. The synergistic effect was highly reproducible with these
purified isolates (Figure 1) and was not the result of induction of
lysogens (no appearance of phage on control plate)–we called this
effect PAS (Phage Antibiotic Synergy). Other cephalosporins
(cefotaxime, ceftriaxone, and ceftazidime) produced a similar effect
on wMFP growth in the E. coli MFP strain. Since this host strain is
resistant to many types of penicillins (e.g. piperacillin, ticarcillin and
amoxicillin), these drugs in the b-lactam family could not be tested.
Electron microscopy of the phage wMFP revealed morphology
typical of a siphovirus [5]: a long, flexible, non-contractile tail
structure and an isometric, icosahedral head of ,60 nm (data not
shown). DNA sequencing of 25 random ,500 bp segments of the
wMFP genome indicated that it is related to the Salmonella
typhimurium phage MB78 [6] (data not shown).
Since the PAS effect was only detectable in the zone adjacent to
the disk where the drug was not completely inhibiting bacterial
growth, we determined the drug concentration in Luria-Bertani
(LB) agar that gave the optimal PAS effect. These plates were
overlaid with soft LB agar containing the MFP indicator strain,
a fixed quantity of the wMFP phage and various concentrations of
the cephalosporin cefotaxime. Up to a concentration of 50 ng/
mL, the PAS response (as assayed by plaque diameter) increased
with the dose. As shown in Figure 2, this phage made quite small
plaques with no cefotaxime and remarkably large ones with the
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optimal concentration, 50 ng/mL. Concentrations of cefotaxime
above 100 ng/mL inhibited the growth of the MFP bacterial strain
to a level that made the analysis phage plaque size impossible.
Plaque size is largely determined by two properties of the phage
infected cell: the phage burst size (the number of virions produced
by each infected cell) and the time it takes the phage to lyse an
infected cell. To determine if the cefotaxime-mediated increase in
plaque size was due directly to an increase in phage burst size, we
compared phage wMFP production when the MFP host cells were
grown in a liquid culture either with or without 20 ng/mL of
cefotaxime. The data in Figure 3 show that total phage production
in a single cycle of growth was greater in the presence of the
cephalosporin. This difference was detectable throughout the
latent period and was about 7-fold when the two cultures lysed.
However, the lysis of the antibiotic-treated infected culture was
also clearly affected, occurring more rapidly in the presence of the
drug (data not shown). It should be recalled that some mutant
phages lyse more rapidly and also make significantly larger plaques
than their wild type ancestor [7].
A search of the phage literature revealed that a possibly related
observation had been made in the classic T4 phage system. In
1969, Yamagami and Endo [8] observed that UV irradiation,
mitomycin C and a variety of other chemical treatments that cause
E. coli B to form filaments resulted in T4 plaques that were larger
than normal. To determine if the PAS phenomenon also occurred
in the T4-type phages, we identified two phages, RB32 and RB33
[9], in the Toulouse collection that grow well on E. coli MFP.
These phages have a contractile tail and are thus classified as
myoviruses [5], a phage family phylogenetically distinct from the
siphoviruses, such as wMFP. Both T4-type phages gave a clear
PAS response, in other words, much larger plaques when plated
on the host MFP in the presence of cefotaxime (Figure 4). A large
set of T4-like phages from the Toulouse collection were sub-
sequently tested on various standard laboratory E. coli strains and
most, but not all (e.g.: RB43), of these gave a positive PAS
response on host strains such as C600, P400, MC1061, S/6 and
AS19. The strain AS19, an antibiotic permeability mutant [10] of
E. coli B, was chosen for further studies of the PAS effect because
this host gave the most dramatic increase in plaque size for the
greatest number of T4-type phages tested. AS19 is very sensitive to
most b-lactam antibiotics, so additional drugs in this family could
be tested for PAS and many of these gave a positive PAS response
(data not shown). For example, the drugs ticarcillin, piperacillin,
ampicillin and, surprisingly, the structurally unrelated quinolone
nalidixic acid all increased T4 phage plaque size significantly.
Furthermore, the PAS response is not restricted to phage infections
in E. coli; we could demonstrate the phenomenon in an infection of
the phylogenetically distant host Yersinia pseudotuberculosis in an
infection with the T4-type Yersinia phage PST (data not shown).
The generality of the PAS phenomenon was further extended by
showing that phages T3 and T7, belonging to the phylogenetically
distant podoviruses [5] (the short-tailed family of phage), also gave
an impressive PAS response on the host AS19 (Figure 4).
To further examine the PAS effect in the T4-like phages, we
collected the soft agar containing AS19 host lawns from plates
containing a fixed, non-confluent, quantity of T4 plaques that had
been incubated the same amount of time either with or without
the antibiotic. The titers of these plate lysis stocks were then
compared. Phage T4 indeed showed an ,11-fold greater titer
when grown in the presence of 30 ng/mL of cefotaxime, and an
,9-fold increase in the presence of 200 ng/mL of mitomycin C.
To directly examine the kinetics of the T4 phage production, we
performed single burst experiments in liquid cultures of AS19 host
cells that were pre-treated with cefotaxime and then infected with
either T4 or two other T4-type phages, RB33 and RB49 [9]. In
such single cycle growth experiments, there was actually a slight
reduction in phage production, but this small effect was coupled to
a very significant reduction in the time to lyse the infected culture
(only 75–90 min compared to the normal 2 h). This result
provoked us to examine the effect of the antibiotics on T4 gene
t mutants which lack the holin gene that is primarily responsible
for the timing of host cell lysis [11]. Such phage mutants have
much delayed lysis, but the presence of the antibiotics largely
suppressed this phenotype (data not shown), consistent with the
drugs having a postulated effect of accelerating the time of lysis.
The PAS response appears to be explained by a simple
mechanism. There is a striking effect on cell morphology when
sensitive strains of E. coli grow in the presence of even very low
levels of b-lactam antibiotics. The mode of action of these
antibiotics is to block cell division [3] and, even with the sub-lethal
dosages that we employed, the cells divide poorly and form very
long filaments that eventually fatten somewhat. Furthermore, we
have verified by light microscopy that the cells filament in the
circular zone surrounding the antibiotic disks where the PAS
response occurs. Significantly, the chemically unrelated quinolone
antibiotic, nalidixic acid, which stimulates phage growth at levels
similar to the b-lactams also acts by inhibiting bacterial cell
division, but by a different mechanism [12]; as do mitomycin C
[13] and UV irradiation [14]. The SOS response in E. coli has long
been known to cause an inhibition of bacterial cell division in
response to DNA damage. Interestingly in the context of our
results, it has recently been demonstrated that the inactivation of
Figure 1. The PAS effect of phage wMFP on E. coli MFP on Luria-
Bertani agar plates. Only disks containing the b-lactam antibiotics
aztreonam and cefixime (indicated by ‘‘+’’ symbols) produced large
phage plaques in their proximity. Gentamicin and tetracycline gave no
PAS effect. This host strain was resistant to both amoxicillin and
trimethoprim/sulfamethoxazole. Note the absence of phages on the
left-hand control plate indicating the lack of prophage induction.
doi:10.1371/journal.pone.0000799.g001
Figure 2. Plaque sizes of phage wMFP on E. coli MFP with and
without 50 ng/mL of cefotaxime (CTX) in Luria agar plates.
doi:10.1371/journal.pone.0000799.g002
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the ftsI gene product, the penicillin binding protein III, by b-
lactam antibiotics also induces the expression of the SOS system
via a two-component signal transduction system [15]. Among the
numerous genes in the SOS regulon is the sulA (sfiA) gene that
encodes an inhibitor of cell division. Thus, the bacterial SOS
response to b-lactam antibiotics results in filamentation that allows
the bacteria to reduce the lethal effects of the drugs [15].
Obvious questions arise concerning a role of the bacterial SOS
response, and filamentation in general, in the PAS phenomenon.
To address these questions we employed a series of E. coli mutant
hosts, that were either defective in the SOS pathway or had an
altered filamentation response (constitutive filamentation), and
determined if they gave the PAS effect or not (Fig. 5). These results
indicate that the PAS effect is SOS pathway-independent as larger
plaques around the antibiotic halos were clearly present in the sulA
mutant, as well as in a lexA mutant which cannot de-repress the
SOS pathway genes (and hence should have no SOS response). A
recA mutant, defective for a major component of the SOS system,
showed a positive, but slightly dimished, PAS response (data not
shown). Thus, the SOS system does not seem to play a primary
role in the PAS response, it could nevertheless still play some
minor supporting role. However, the primarily SOS-independent
nature of the PAS effect may not be surprising given that
filamentation can still be induced by antibiotics in an SOS-
independent manner [16]. Turning to filamentation itself–if the
PAS effect is primarily due to the physiological changes in
filamenting cells, a mutant E. coli strain that is able to filament
without the activity of antibiotics should have a similar response.
That is exactly what is observed (Fig. 5) in an ftsZ mutant which
filaments due to its defective cell division apparatus. Phage plaques
on this mutant are uniformly bigger than the isogenic control
strain throughout the host lawn with only a very modest increase
in size near the zone of antibiotic activity.
The phenotype of filamentation therefore seems to play
a significant role in the PAS effect, probably through multiple
pathways. The altered physiological state of filamenting cells
obviously permits much faster phage assembly, possibly by making
larger/altered pools of precursors available and/or remedying
certain rate-limiting steps in assembly. We suggest that the
antibiotics also accelerate the timing of cell lysis given that
Figure 4. Plaque sizes of various coliphages with and without
cefotaxime (CTX) in Luria agar plates. Phages RB32 and RB33 were
grown on E. coli strain MFP (50 ng/mL CTX) at 37uC; and T4, T3 and T7
were grown on E. coli strain AS19 (30 ng/mL CTX) at 25uC. All plaques
were photographed at identical magnifications.
doi:10.1371/journal.pone.0000799.g004
Figure 5. The PAS effect of phage T4 on various E. coli SOS and
filamentation mutant strains. T4 was grown on E. coli sulA-inactivated
and lexA non-inducible mutant strains (defective SOS systems), as well
as an ftsZ-inactivated mutant strain (non-antibiotic induced filamenta-
tion), in the presence of disks of cefotaxime (CTX). Isogenic wild-type
strains (wt) are also included and representative plaques demonstrating
the PAS effect are indicated by red arrows. All plates were
photographed at identical magnifications.
doi:10.1371/journal.pone.0000799.g005
Figure 3. Increase in phage titer in the presence of the cephalosporin cefotaxime (CTX). E. coli strain MFP was infected with phage wMFP in Luria
liquid medium supplemented at the time of infection with 20 ng/mL of cefotaxime, or left untreated. The multiplicity of infection was ,5.
Chloroform was added at various times after infection to lyse the infected cells.
doi:10.1371/journal.pone.0000799.g003
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filamentation induces perturbations in the peptidoglycan layer and
this probably causes a greater sensitivity to the action of phage lysis
genes (e.g. lysozymes, holins). The interplay of these two effects,
faster lysis and increased rate of phage production, cause the PAS
effect and it is not surprising that different phage-host systems,
with their different developmental programs and molecular
mechanisms of lysis, respond slightly differently. For example,
there is a significant increase in production in the siphophage
MFP-E. coli MFP system, whereas T4-infected E. coli AS19 does
not increase phage production, but does significantly reduce the
time of the infectious cycle in these T4-like phages. As
a consequence, the phages are produced more rapidly and hence
can diffuse further than normally, which causes an increase in
plaque size on solid media.
It is self-evident that the significant increases in phage
production reported here could be useful in certain biomedical
(e.g. phage therapy) or biotechnological applications. A more
fundamental question is whether the PAS response is simply
a useful curiosity, or a reflection of a previously unappreciated
aspect of the phage life-cycles, the ability to successfully adapt to
a ‘‘sub-optimal’’ environment for bacterial growth. The presence
in the environment of low levels of antibiotics that interfere with
cell wall synthesis represents a major threat to bacteria and it was
to be expected that they would develop strategies to minimize the
consequences of such agents. The SOS system induction of
filamentation can reduce the danger posed by such compounds
[15] and is thus evolutionarily advantageous. Phage of both the
temperate (induction of lysogens [17]) and virulent (PAS-enabled)
types have adapted to take advantage of the altered physiology of
such stressed cells and can propagate adventitiously in them,
producing more progeny than they would in ‘‘healthier’’
situations. This makes sense from an evolutionary perspective
since the host cells are likely to die anyway and getting a last, quick
burst of phage out of them before they do so is to the advantage of
the phage. From an ecological perspective, this seemingly bizarre
situation can be viewed as a mutualism between the fungal or
bacterial cells producing the antibiotics and PAS-enabled phages to
more efficiently compete with antibiotic- and phage-sensitive
bacterial cells. This synergistic interaction between phages and
antibiotic-producing cells could play a role in determining
population balances in the microfauna of biofilms, for example.
Clearly, more investigation will be required to assess the impact that
PAS has on the microbial ecosystem. With respect to the clinical
setting, there is perhaps a lesson to be learned here from nature–if
your objective is to kill bacteria, then giving them a tad of b-lactam
antibiotics combined with a dash of phage may be better at
accomplishing this task than either treatment individually.
MATERIALS AND METHODS
Phages and bacteria
All phages and bacteria were from the Toulouse Laboratory
collection of T4-like phages and their hosts, except for the
following: the phage-host system MFP was isolated from a urine
sample of an infected pediatrics patient using streak plating and
standard phage techniques [1]; phages T3 and T7 were kindly
provided by Ian Molineaux (University of Texas); E. coli SOS and
filamentation mutants were kindly provided by our LMGM
colleagues, Kaymeuang Cam, Franc¸ois Cornet and David Lane.
The SOS mutants employed were sulA-inactivated (Coli Genetic
Stock Center [CGSC] strain AB1157 with sulA::Tn5), recA-
inactivated (CGSC strain AB2463) or lexA non-inducible (CGSC
strain AB2494) compared to the isogenic wild-type strain (CGSC
strain AB1157). The filamentation mutant employed was ftsZ-
inactivated (strain SK686= ftsZ84 in MG1655 Dlac) compared to
the isogenic wild-type strain (strain SK683=MG1655 Dlac).
Antibiotics and phage production assays
Antibiotic disks for solid assays were obtained from Bio-Rad;
powdered drugs for liquid assays and soft agar overlays were
obtained from Sigma and diluted to the desired concentrations in
sterile water. Liquid one-step growth curves, agar overlays and
solid plate stocks were performed as described previously [1], with
the addition of the appropriate antibiotic types/forms (disks or
solutions) to the appropriate media.
ACKNOWLEDGMENTS
We thank our colleagues Claire Bertrand, Yvette de Preval (CNRS
IFR109) and Christine Arbiol (CNRS IFR109) for the DNA sequencing of
wMPF. We also thank Nacer Benmeradi, Jean-Yves Bouet, Kaymeuang
Cam, Franc¸ois Cornet, Olivier Fayet, David Lane and Je´roˆme Rech for
their diverse contributions to this work.
Author Contributions
Conceived and designed the experiments: AC HK FT. Performed the
experiments: AC FT ST MP. Analyzed the data: AC HK FT ST.
Contributed reagents/materials/analysis tools: MP. Wrote the paper: AC
HK FT MP.
REFERENCES
1. Karam J, ed (1994) Molecular biology of bacteriophage T4. Washington DC:
American Society for Microbiology Press. pp 633.
2. Oppenheim AB, Kobiler O, Stavans J, Court DL, Adhya S (2005) Switches in
bacteriophage lambda development. Annu Rev Genet 39: 409–429.
3. Gottfredsson M, Erlendsdo´ttir H, Sigfu´sson A, Gudmundsson S (1998)
Characteristics and dynamics of bacterial populations during postantibiotic effect
determined by flow cytometry. Antimicrob Agents Chemother 42: 1005–1011.
4. Piddock LJV, Walters RN, Diver JM (1990) Correlation of quinolone MIC and
inhibition of DNA, RNA, and protein synthesis and induction of the SOS
response in Escherichia coli. Antimicrob Agents Chemother 34: 2331–2336.
5. Ackermann H-W (2003) Bacteriophage observations and evolution. Res
Microbiol 154: 245–251.
6. Joshi A, Siddiqi JZ, Rao GRK, Chakravorty M (1982) MB78, a virulent
bacteriophage of Salmonella typhimurium. J Virol 41: 1038–1043.
7. Paddison P, Abedon ST, Dressman HK, Gailbreath K, Tracy J, et al. (1998)
The roles of the bacteriophage T4 r genes in lysis inhibition and fine-structure
genetics: A new perspective. Genetics 148: 1539–1550.
8. Yamagami H, Endo H (1969) Loss of lysis inhibition in filamentous Escherichia coli
infected with wild-type bacteriophage T4. J Virol 3: 343–349.
9. Monod C, Repoila F, Kutateladze M, Te´tart F, Krisch HM (1997) The genome
of the pseudo T-even bacteriophages, a diverse group that resembles T4. J Mol
Biol 267: 237–249.
10. Sekiguchi M, Iida S (1967) Mutants of Escherichia coli permeable to actinomycin.
Proc Natl Acad Sci USA 58: 2315–2320.
11. Dressman HK, Drake JW (1999) Lysis and lysis inhibition in bacteriophage T4:
rV mutations reside in the holin t gene. J Bacteriol 181: 4391–4396.
12. Andersson M, MacGowan AP (2003) Development of the quinolones.
J Antimicrob Chemother 51, Suppl S1: 1–11.
13. Suzuki H, Kilgore WW (1967) Effects of mitomycin C on macromolecular
synthesis in Escherichia coli. J Bacteriol 93: 675–682.
14. Burton P, Holland IB (1983) Two pathways of division inhibition in UV-
irradiated E coli. Mol Gen Genet 190: 309–314.
15. Miller C, Thomsen LE, Gaggero C, Mosseri R, Ingmer H, et al. (2004) SOS
response induction by b-lactams and bacterial defense against antibiotic lethality.
Science 305: 1629–1631.
16. Liu G, Begg K, Geddes A, Donachie WD (2001) Transcription of essential cell
divison genes is linked to chromosome replication in Escherichia coli. Mol
Microbiol 40: 909–916.
17. Goerke C, Ko¨ller J, Wolz C (2006) Ciprofloxacin and trimethoprim cause phage
induction and virulence modulation in Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents
Chemother 50: 171–177.
Phage-Antibiotic Synergy (PAS)
PLoS ONE | www.plosone.org 4 August 2007 | Issue 8 | e799









CHAPITRE 3 :  
Discussion Générale et Perspectives 
 154 Etude de l’interaction Phage-Bactérie : Analyse fonctionnelle de l’adhésine gp38 des phages de Type T4 
 155 Discussion Générale et Perspectives 
Des travaux effectués au cours de cette thèse ont permis de caractériser un phénomène 
naturel, découvert lors d’analyses antérieures à mon arrivée au laboratoire, appelé « effet 
PAS : Phage-Antibiotic Synergy ». La découverte d’une synergie entre les phages et les 
antibiotiques a été observée lors de l’ajout d’une concentration sub-létale de certains 
antibiotiques à des cultures bactériennes. Dans ces conditions, la cellule hôte permet 
d’augmenter de façon significative la production de phages. Dans un contexte 
environnemental, l’effet PAS constitue une sorte de mutualisme entre phages et organismes 
producteurs d’antibiotiques. L’observation de cet effet sur différents systèmes hôtes-phages 
suggère que celui-ci confère aux phages un avantage important pour leurs cycles de vies. 
Dans un contexte médical ou industriel, cet effet PAS constitue un potentiel intéressant dans 
la mesure où il permet de soutenir l’utilité des bactériophages seuls ou dans d’éventuelles 
applications communes avec une antibiothérapie pour des actions antibactériennes plus 
efficaces. Cependant, pour mettre en application dans le domaine médical ou industriel 
l’utilisation des bactériophages, l’interaction du phage avec son hôte bactérien doit être 
amplement étudiée. Il est également nécessaire de déterminer comment, au cours de son 
évolution, le phage se spécialise pour un hôte précis et éventuellement change sa spécificité. 
Pour répondre à ces dernières questions, nous nous sommes ensuite focalisés sur les adhésines 
des phages de la Superfamille de Type-T4. 
En effet, les adhésines sont des déterminants majeurs de la spécificité des phages impliqués 
dans l’interaction avec l’hôte bactérien. Dans la Superfamille de Type-T4, le type d’adhésine 
prédominant est une petite protéine indépendante présente à l’extrémité des LTF de phages tel 
que T2 et T6. Cette adhésine gp38 présente une structure modulaire. Le domaine 
d’attachement N-Terminal permet de fixer l’adhésine à l’extrémité de la LTF alors que le 
domaine de spécificité C-Terminal détermine l’affinité au récepteur bactérien. Le domaine de 
spécificité C-Terminal de la gp38 de type T2/T6 est composé de 4 HVS, séparés par des 
GRM. 
Afin de mettre en exergue les homologies et les différences existant entre plusieurs adhésines 
gp38 de type T2/T6 appartenant à des phages de la superfamille de type T4, nous avons 
effectué un alignement de plusieurs séquences de ces dernières. Nous avons ainsi montré 
l’existence d’une forte conservation des GRM entre adhésine de type T2/T6. Cependant, dans 
le domaine C-terminal de spécificité, différents sous-type ont pu être identifiés. Ces sous-
types présentent une très grande homologie de séquences dans les HVS à l’exception de 
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quelques acides aminés différents pour certains phages. Cet alignement a ensuite été confronté 
à nos résultats expérimentaux qui ont permis de déterminer le récepteur bactérien reconnu par 
les adhésines gp38 de plusieurs phages présents dans l’alignement. L’objectif de cette 
confrontation a été de corréler d’éventuelles séquences ou composants, à un type de récepteur. 
Il ressort de cette analyse que les phages possédant une adhésine gp38 de type T2/T6 utilisent, 
de façon majoritaire, uniquement quatre protéines de la membrane externe ainsi que le LPS, 
qui est indirectement mais significativement, impliqués dans cette reconnaissance. Cette 
confrontation montre clairement que pour la majorité des phages, un sous-type de gp38 peut 
être corrélé avec un type de récepteur reconnu. Dans certains cas plus complexes, comme par 
exemple le cas des séquence gp38 chimériques ou celui de la reconnaissance de plusieurs 
récepteurs par un même phage, des observations ont permis de corréler des composants 
potentiels de l’adhésine avec un type de récepteur bactérien. Bien que la vingtaine de phages 
analysée ne constitue qu’un échantillon de l’ensemble des phages possédant une adhésine de 
type T2/T6, le nombre de récepteurs différents utilisés par ces phages est relativement faible. 
Dans l’environnement, ce constat souligne une possible compétitivité entre ces phages dans 
un environnement commun pour un même récepteur. Cette compétitivité suggère qu’il est 
essentiel pour la survie d’un phage de posséder une adhésine très spécifique et un mécanisme 
moléculaire lui permettant de changer rapidement et facilement sa spécificité. 
Afin de comprendre comment l’adhésine est capable de concilier ses propriétés 
contradictoires, nous avons opté pour l’utilisation de l’adhésine gp 38 du phage T6 comme 
modèle d’étude. Ce modèle nous a aussi permis d’analyser de façon plus approfondie les 
composants qui déterminent la spécificité du phage. Pour cette étude, une stratégie de 
construction de phages recombinants a été mise au point au cours de cette thèse. Cette 
stratégie a permis d’obtenir différents phages T6 recombinants présentant une adhésine 
mutante. Au-delà du cadre de ma thèse, cette stratégie pourra être adaptée dans différents 
domaines, à titre d’exemple médical ou industriel, pour construire des phages chimériques et 
les utiliser comme des outils antibactériens performants et spécifiques contre une ou plusieurs 
souches bactériennes cibles. 
Afin d’identifier les composants qui déterminent la spécificité, différents phages recombinants 
ont été construits à partir de phages possédant des adhésines gp38 de type T6. 
 Notre premier objectif a été de localiser la région minimale de l’adhésine impliquée dans la 
spécificité de l’hôte. Pour cela, les phages RB5 et RB32 (ou RB33) ont été choisi pour 
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construire des phages recombinants RB5 possédant une adhésine chimérique RB5/RB32 ou 
RB5/RB33. Notre choix s’est portés sur ces phages car ils ne reconnaissent pas le même 
récepteur bactérien et présentent des différences significatives dans leurs HVS. L’analyse des 
recombinants RB5 démontre que la spécificité est portée par la région englobant 
exclusivement les GRM et les HVS. Ces derniers sont situés dans le domaine C-terminal de 
l’adhésine gp38. Il en découle que le domaine C-terminal porte les déterminants de la 
spécificité de l’hôte. Cette constatation est en accord avec le caractère modulaire attribué aux 
adhésines gp38 comme étant composées d’un module structural (domaine d’attachement N-
Terminal) et d’un module de spécificité (domaine de spécificité C-Terminal). 
Notre second objectif a été de déterminer le ou les composants dans cette région minimale 
contenant les GRM et HVS qui permettent de modifier la spécificité d’un phage. Pour cela, 
les phages T6 et PST ont été choisi pour construire des phages T6 recombinants possédant 
une adhésine chimérique T6/PST. Ce choix est motivé par le fait que T6 et PST ont une 
grande homologie de séquence protéique de leurs domaines de spécificité C-terminal tout en 
présentant des différences phénotypiques de spécificité. En effet, seulement trois acides 
aminés localisés dans l’HVS2 et 3 distinguent les deux phages. Quant à la différence 
phénotypique de spécificité, le phage T6 reconnaît le récepteur Tsx de la souche E. coli, alors 
que le phage PST est capable de reconnaître un récepteur supplémentaire qui est OmpA. De 
plus, des tests effectués avec une souche phylogénétiquement plus éloignée, Y. 
pseudotuberculosis montre que seulement PST est capable d’infecter efficacement cette 
souche. Il était donc intéressant d’identifier les éléments de la gp38 contrôlant ces différences 
de spécificité avec si peu de différence dans leurs séquences protéiques. Des phages T6 
recombinants possédant une adhésine chimérique T6/PST ont donc été construits. Ces 
recombinants ont permis de montrer que la modification d’un seul acide aminé permet 
d’étendre le spectre du phage T6 vers la souche Y. pseudotubersulosis, dont le récepteur reste 
à déterminer. Cette analyse montre aussi que la modification des trois acides aminés permet 
au phage T6 d’acquérir la capacité de reconnaître le récepteur supplémentaire OmpA, qui 
constituait jusqu’ici une caractéristique du phage PST. Ceci suggère fortement que les phages 
possèdent un répertoire caudal utilisable en cas d’urgence. Ce répertoire leurs permettrait 
d’étendre leurs spectres en reconnaissant des récepteurs supplémentaires grâce à un 
mécanisme de mutations ponctuelles dans les HVS de leurs adhésines. Il sera intéressant, par 
exemple, de voir si la délétion d’un nucléotide entraînant un décalage de phase permettrait 
d’ouvrir un répertoire pour une nouvelle spécificité. 
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En résumé, l’étude de la spécificité de l’adhésine montre que les HVS sont directement 
impliqués dans la spécificité de l’hôte de la gp38 de type T6 et qu’ils contiennent des acides 
aminées clefs permettant de modifier cette spécificité. Nous nous sommes intéressés par la 
suite à l’étude de la fonctionnalité de l’adhésine via une analyse par délétion afin de 
déterminer les HVS et GRM qui sont indispensables pour une adsorption efficace. Pour cela, 
des phages T6 recombinants présentant la délétion d’un HVS ou d’un GRM dans leurs 
adhésines ont été construits. 
Une première analyse par délétion a pu être effectuée grâce à des outils. En effet, la stratégie 
de construction de phages T6 recombinants nécessite l’utilisation de phages «ambre». Ces 
phages ambre, présentant une mutation non-sens dans le gène 38 qui code leurs adhésines, ont 
été préalablement construits et caractérisés. Ainsi, les phages T6g38amGRM3 et 
T6g38amGRM5, ayant respectivement une adhésine tronquée à partir du GRM3 et du GRM5, 
ont été analysés. Les résultats obtenus montrent que ces phages, présentant une adhésine 
tronquée, sont viables mais leur adhésine n’est plus fonctionnelle. En effet, elles ne 
permettent aux phages ni de s’adsorber ni d’infecter leur hôte habituel. Ceci prouve qu’au 
moins un composant situé dans la région contenant GRM5 à l’extrémité de l’adhésine (Cfin) 
est indispensable pour son fonctionnement. De plus, l’analyse de ces phages, sur différentes 
souches suppresseurs de mutation non-sens, a révélé que certaines positions ne tolèrent pas de 
changements importants d’acides aminés. Ceci suggère que certaines positions nécessitent 
probablement la présence d’un acide aminé particulier permettant le maintien de la structure, 
par exemple en formant certaine liaison (des détails sur la structure seront développés plus 
bas). 
La seconde analyse par délétion a été effectuée avec les phages recombinants 
T6g38∆domaine. Les résultats obtenus prouvent que les GRM et les HVS sont indispensables 
à la fonction de l’adhésine. Toutefois, des travaux supplémentaires seront nécessaires pour 
préciser si l’essentialité des GRM ou HVS est liée à la spécificité pour la souche E. coli BE 
utilisée dans les expériences, ou à une déstructuration de l’adhésine causée par les délétions.  
Dans le cas d’une délétion d’HVS, nous pouvons a priori supposer que tous les HVS 
coopèrent pour interagir avec le récepteur bactérien et ainsi la délétion d’un HVS entraîne la 
perte de fonction. Par ailleurs, une distance minimale entre chaque GRM, assurée par les 
HVS, peut-être aussi indispensable. Les GRM étant des Motifs Riches en Glycine composés 
d’environ une dizaine d’acides aminés, le rapprochement de deux GRM pourraient être 
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contraignant pour le génome du phage. Les Glycines sont des acides aminés dont le codon est 
GGN. Ainsi l’enchaînement de plusieurs Glycines sur la séquence protéique est issu d’un 
enchaînement de Guanines et de Cytosines sur la séquence nucléotidique. Donc, le 
rapprochement de deux GRM, suite à la délétion d’un HVS, entraînerait l’apparition d’une 
région nucléique très stable composée d’environ 50 G-C échangeant trois liaisons hydrogènes 
entre les deux brins d’ADN. 
Dans le cas d’une délétion de GRM, deux HVS sont juxtaposés. Dans le modèle hypothétique 
proposé par Drexler et al. (1989), ces deux HVS formeraient une boucle disproportionnée. 
Bien que les sites de spécificités soient toujours présents sur l’adhésine, il est possible que 
cette nouvelle conformation ne permette pas une présentation optimale, des déterminants de la 
spécificité aux récepteurs bactériens, entraînant la perte de fonction de l’adhésine. Pour 
déterminer si la perte de fonction de l’adhésine de T6, par délétion d’HVS ou de GRM, est 
liée à une spécificité pour l’hôte ou à l’absence d’espaceurs entre les deux sortes de 
composants, d’autres phages recombinants pourraient être construits. Par exemple, des 
recombinants  pourraient présenter des gènes 38 hybrides avec de nouveaux assortiments 
d’HVS. En effet, si un HVS de l’adhésine d’un phage est remplacé par un HVS radicalement 
différent, le fonctionnement de l’adhésine hybride témoigne de la nécessité d’un espaceur 
entre deux GRM. Une éventuelle modification du spectre témoigne à son tour de la 
responsabilité du nouvel HVS dans la nouvelle spécificité du phage. Cette construction sera 
aisément mise au point grâce à la méthode développée au cours de cette thèse. Il serait 
particulièrement intéressant de construire un hybride du gène 38 de deux phages pouvant 
infecter des espèces différentes de bactéries (par exemple : E. coli et Yersinia 
pseudotuberculosis) et présentant des HVS différents. A titre d’exemple, les deux phages T6 
et Mi possédant des HVS très différents (à l’exception de l’HVS1), ne reconnaissent pas le 
même récepteur (respectivement Tsx et OmpA) et ne présentent pas le même spectre d’hôte. 
En effet, seul Mi est capable d’infecter Y. pseudotuberculosis. Ainsi, les HVS de T6 pourront 
être remplacés séquentiellement par des HVS du phage Mi. Afin d’identifier uniquement si 
c’est un espaceur entre GRM qui est indispensable pour la fonction de l’adhésine, l’HVS cible 
pourra aussi être remplacé par une séquence aléatoire ne correspondant à aucun autre HVS de 
phage. 
A ce jour, aucune structure cristalline d’adhésine présentant les caractéristiques des adhésines 
de type T2/T6 n’a été résolue et nous ne disposons que du modèle hypothétique de Drexler et 
al. (1989) comme représentation tridimensionnelle de celle-ci. De plus, nous ignorons 
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toujours si l’adhésine gp38 est homotrimérique comme l’est la gp37 du phage T4 qui porte 
l’adhésine à son extrémité C-terminal. En revanche, la structure cristalline de l’extrémité de la 
gp37 contenant le domaine de liaison au récepteur bactérien a été obtenu par Bartual et al., 
(2010). La résolution de cette structure révèle la présence de sept ions fer coordonnés par des 
résidus histidines présents dans les sept motifs « His-Box » situés tout au long de l’extrémité 
de la gp37 et dans des régions hydrophobes (Bartual 2010). Bartual et al., ont supposé que ces 
ions aident au maintien de la structure en aiguille formée de longs feuillets β. Ils ont 
également proposé que ces ions aient un rôle dans la sélectivité du motif de liaison aux 
récepteurs bactériens. La structure de la gp12 (527 acides aminés), responsable de 
l’adsorption irréversible aux récepteurs bactériens (LPS) a aussi été déterminée chez le phage 
T4. Cette protéine présentant une structure, du résidu acide aminé 330 à 527, homologue à 
l’extrémité de la gp37, possède aussi un ion dans sa structure. Cet ion est un zinc aussi 
coordonné par deux histidines (445 et 447) qui se superposent parfaitement avec les deux 
histidines (885 et 887) qui coordonnent le dernier fer présent à l’extrémité de la gp37. Gp12 et 
gp37 sont toutes les deux capables d’interagir avec un motif glucidique du LPS. De façon 
similaire, les lectines sont des protéines se liant, spécifiquement et de façon irréversible, à 
certains carbohydrates, présentent aussi dans leurs structures des ions divalents Ca2+, 
coordonnés par le Nδ et le Cδ de l’asparagine. La résolution de nombreux complexes lectine-
carbohydrate a permis d’approfondir la fonction des atomes dans l’interaction protéine-
carbohydrate. Par exemple, les interactions polaires et hydrophobes contribuent à la 
stabilisation de l’interaction protéine-carbohydrate. Il semble ensuite que la spécificité de 
reconnaissance dépende de l’orientation de certain hydroxyle clef sur le carbohydrate qui 
coordonnerait la liaison à l’ion Ca2+ présent dans le site actif. Il est donc possible que certains 
ions métalliques présents dans la structure de la gp37 ou de la gp12 aient un rôle dans la 
spécificité de reconnaissance du motif hydroxyle clef présent sur le LPS (Bartual et al., 2010 ; 
Bush et al., 1999 ; Vyas et al., 1991). 
L’extrémité de la gp12 et celle de la gp37 de T4 présentent des structures très homologues 
cependant l’alignement de leurs séquences protéiques ne présente pas de forte homologie. 
Néanmoins, la gp12 de T4 et la gp12 de T6 présentent une homologie de séquences donc il est 
probable que ces deux protéines soient structurellement homologues. De façon similaire, la 
structure de la gp38 de T6 pourrait être extrapolée. En effet, si l’on considère que chacune de 
ses protéines ont un rôle d’interaction avec la surface bactérienne, il est possible que même si 
leurs séquences ne sont pas homologues, la gp38 de type T2/T6 suit le même schéma 
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structurel que la gp37 et la gp12 de T4. Cette structure serait composée d’un homotrimère 
intimement entrelacé formant à l’extrémité C-Terminal un domaine en « Tête ». De la même 
façon que dans la gp37 et la gp12 des ions métalliques pourraient être présente dans la 
structure permettant le maintien de celle-ci. 
Au cours de cette étude nous avons montré que l’adhésine gp38 de type T2/T6 reconnait 
essentiellement un récepteur bactérien de nature protéine (protéine de la membrane externe). 
Il est établi que des complexes formés lors d’interactions protéine/protéine sont en partie 
possible grâce à des liaisons non covalentes de nature différente. Ces liaisons peuvent être 
tout d’abord des liaisons ioniques, la plus forte des liaisons non covalente et interaction qui 
relie deux atomes de charges opposées. Ensuite, des liaisons hydrogènes se forment à chaque 
fois qu’un atome d’hydrogène lié à un atome électronégatif est à proximité d’un autre atome 
électronégatif (en général oxygène et azote), avec une énergie de liaison moyenne. Puis, des 
liaisons hydrophobes sont observées lorsque deux molécules hydrophobes voisines se 
rencontrent (par exemple deux acides aminés hydrophobes), avec une énergie de liaison 
faible. Enfin, des Forces de Van Der Waals correspondent à des interactions électrostatiques 
entre deux atomes voisins et très proches car l’énergie de cette liaison est très faible. Ainsi, la 
force du type de liaison à établir va dépendre de la distance (en angström) à laquelle les 
atomes engagés doivent être positionnés. L’adhésine du phage est responsable de l’interaction  
hautement spécifique mais réversible au récepteur bactérien. Ceci suggère qu’il est 
indispensable que les liaisons protéine-protéine ne soient pas trop fortes pour permettre au 
phage de se détacher d’une bactérie illégitime. L’adhésine gp38 de type T2/T6 contient des 
motifs riches en glycine (GRM). La Glycine a comme propriété d’être un acide aminé 
aliphatique hydrophobe pouvant créer des liaisons hydrophobes de faible énergie avec un 
autre acide aminé hydrophobe. De plus, cet acide aminé est rarement retrouvé dans les hélices 
α par contre il est capable de former des coudes dans une structure. Ces coudes sont formés 
grâce à une liaison hydrogène (énergie de liaison moyenne) entre la glycine et un autre acide 
aminé (de préférence Asp, Arg, Ser, Cys) situé tous deux sur des feuillets β. Le modèle de 
Drexler et al. (1989), est basé sur deux hypothèses : 1- Les GRM permettent le maintien de la 
structure, pour présenter correctement les HVS formant des boucles, 2- Les HVS portent les 
déterminants de la spécificité qui reconnaissent les récepteurs adéquates. Nous pouvons donc 
supposer que le rôle des Glycines présentes dans les GRM, sont 1- de former des coudes dans 
la structure de l’adhésine pour permettre la présentation des HVS aux récepteurs bactériens, 
2- de former les liaisons moléculaires non-covalente, de type hydrophobe ou hydrogène, 
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permettant l’adsorption transitoire de l’adhésine aux récepteurs. Ainsi les HVS qui portent les 
déterminants de la spécificité peuvent tester la compatibilité du récepteur de l’hôte. Dans le 
cas d’un hôte bactérien légitime, des liaisons plus fortes entre acides aminés présents dans les 
HVS et sur le récepteur pourront stabiliser l’adsorption adhésine-récepteur bactérien pour 
poursuivre l’infection. Par ailleurs, il est possible que l’adhésine gp38 ne présente pas la 
structure en boucles oméga proposé par Drexler et al., (1989). En effet, on peut supposer que 
l’adhésine possède une structure en aiguille similaire à la gp37 de T4 (Bartual et al., 2010). 
Toutefois, les résultats expérimentaux obtenus ne sont pas en contradiction avec le modèle en 
boucles oméga et rien ne nous permet de choisir entre l’une ou l’autre structure. 
Il devient évident que la détermination de la structure tridimensionnelle de l’adhésine de type 
T2/T6 est essentielle pour la compréhension précise du mécanisme de reconnaissance de 
l’adhésine des phages. Au cours de ma thèse, quelques travaux préliminaires ont été 
accomplis dans le but de produire la gp38 du phage T6 en vue d’une détermination de la 
structure cristalline. Pour cela, la séquence du gène 38 codant pour l’adhésine du phage T6 a 
été clonée dans un vecteur d’expression. Celui-ci permet de fusionner une étiquette Histidine 
à l’extrémité N-terminale de l’adhésine. Lors de l’expression du gène 38, la protéine est 
majoritairement voir totalement retrouvé dans les agrégats. Afin de solubiliser la protéine, une 
stratégie consistait à coexprimer l’adhésine étiqueté avec des chaperonnes bactériennes. Les 
chaperonnes qui ont été testées sont GroESL, DnaKJ, ClpB, GrpE. Différentes combinaisons 
de chaperonnes ont été testées. Les résultats obtenus ont permis d’observer une faible 
amélioration (environ 2x) de la solubilité. Cependant, la quantité de l’adhésine soluble 
obtenus reste insuffisante pour une étude cristallographique. Pour le phage T4, la production 
et la purification de la gp37 qui porte l’adhésine en C-terminal a été obtenus par Bartual et al., 
2010a. Cette production a été réussie grâce à la coexpression du gène de deux chaperonnes du 
phage, la gp57 et la gp38. La coexpression du gène ces deux protéines est indispensable pour 
un repliement correct de la protéine gp37 ainsi que sa trimérisation. Ce sont ces mêmes 
travaux qui ont permis à Bartual et al., par la suite, de résoudre la structure de la gp37 de T4. 
Le phage T6 possède dans son génome une protéine annoté gp57. Un alignement de séquence 
protéique de la gp57 de T4 et de T6, présente une taille identique de 80 acides aminés, et une 
identité de séquence à l’exception de trois acides aminés, on peut donc supposer que la gp57 
est la chaperonne des fibres caudale du phage T6. Par contre il n’existe pas dans le génome du 
phage T6 d’homologue à la chaperonne gp38 du phage T4. Il est possible que l’adhésine, 
petite protéine de 260 aa, codée par un gène indépendant, n’ait pas besoin de l’intervention 
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d’une autre protéine. De plus, des travaux sur la caractérisation des protéines chaperonnes de 
T4 (Hashemolhosseini et al., 1996) ont montré que la gp38 de T4 était indispensable pour la 
trimérisation de la gp37 de T4. Il est donc possible que l’homologue de la gp38 de T4 n’existe 
pas chez le phage T6 parce que l’adhésine de T6 n’est pas trimérique. Les chaperonnes 
phagique semble donc être la solution pour produire une adhésine soluble et fonctionnelle. 
Ainsi, il serait intéressant dans un premier temps d’induire l’expression du g38 de l’adhésine 
puis d’infecter la souche, porteuse du vecteur d’expression, par le phage T6 sauvage. 
L’objectif est de permettre au chaperonne du phage sauvage de prendre en charge l’adhésine 
produite lors de l’expression du gène. La co-expression du gène de la gp38 de T6 et du gène 
de la gp57 de T6 pourrait aussi être envisageable. Ceci permettrait probablement de récupérer 
la gp38 dans la fraction soluble pour une purification. De plus, il est possible d’envisager la 
production de l’adhésine de T6 fusionné à sa gp37. En effet chez le phage T4, la région 
portant l’adhésine est fusionnée en C-terminal à la gp37. Il est possible que la simple 
expression de cette fusion gp37-gp38, permette de stabiliser la structure de la protéine afin 
qu’elle reste soluble. 
En plus de la haute résolution de la structure de l’adhésine du phage T6, des études de liaison 
spécifique au récepteur Tsx pourront être envisagées. Récemment des travaux ont été 
effectués afin de fixer le phage T4 sur une surface pour détecter la souche spécifique E. coli 
K12 par la technique de résonnance plasmonique de surface (Arya et al., 2011). Ainsi, si la 
gp38 peut être produite, elle pourra aussi être fixée à une biopuce permettant la détection de 
bactérie spécifique. Cette même technique pourrait permettre d’effectuer des études 
structurales de l’adhésine du phage T6 ou d’autre type adhésine de phage de la superfamille 
de TypeT4. 
Nous avons vu en introduction que dans la superfamille de Type-T4, les gènes codant pour 
l’adhésine de plusieurs phages restent à déterminer. Un des objectifs de mes travaux a été 
d’identifier le gène codant pour l’adhésine du phage RB42 et RB43 ainsi que le récepteur 
utilisé pour la reconnaissance de la bactérie cible. Pour cela, des souches E. coli présentant la 
délétion d’un gène codant un récepteur, ont permis d’identifier la protéine de la membrane 
externe OmpF et le LPS comme étant les récepteurs utilisés par le phage RB42 et RB43. 
Ensuite, une analyse de mutant de spectre d’hôte ont permis d’identifier le gène codant pour 
l’adhésine. Cette adhésine, d’un nouveau type, présente une homologie de séquence de son 
domaine N-terminal avec l’adhésine du phage T6 et une nouvelle séquence pour la région C-
terminal. Cette architecture rappelle l’architecture modulaire de l’adhésine du phage T6, avec 
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un domaine d’attachement N-terminal et un domaine de spécificité C-terminal. Cette 
similitude entre adhésines de type différent suggère une évolution des adhésines par modules, 
leurs permettant de modifier leur spécificité tout en conservant des éléments indispensable à 
la formation de la LTF (le module d’attachement). De plus, la mis en évidence de l’acide 
aminé 100, comme étant directement impliqué dans la spécificité et le changement de spectre, 
appuie l’hypothèse que cette adhésine possède aussi un domaine de spécificité C-terminal. 
Une analyse par délétion pourra permettre d’identifier les régions impliquées dans la fonction 
de reconnaissance de l’adhésine et de délimiter un éventuel domaine C-Terminal de 
spécificité. Toutefois, les résultats obtenus avec les recombinants T6/PST et les mutants de 
spectre RB42, RB43 suggèrent que le mécanisme de changement de spectre utilisé par les 
phages semble être la mutation d’acides aminé clef ouvrant un nouveau répertoire caudal pour 
permettre la reconnaissance du récepteur bactérien. 
D’autres phages présentent une architecture de la LTF plus originale. En effet certain phages 
présentent des gènes dupliqués, comme le phage Aeh1 (deux gènes 37 et 38 putatifs). De 
telles duplications dans le locus LTF pourraient permettre à un phage de coder pour deux 
déterminants de spécificité d’hôtes différents. Et ceci pourrait fournir au phage un spectre 
d’hôte plus large. On ne sait pas si, en fonction de l’hôte et des conditions de croissance, une 
ou deux séries de fibres et leurs adhésines associées sont exprimées. Pour répondre à ces 
questions, chacun des gènes dupliqués pourra être délété afin de déterminer son rôle dans le 
spectre d’hôte des phages. L’étude d’adhésines putatives dans la Superfamille de Type-T4 
permettra d’identifier de nouveaux types d’adhésines et de nouvelles organisations 
génomiques dans le locus LTF. 
 
Les différents axes traités dans ce mémoire ont permis de préciser comment les virus peuvent 
spécialisent et modifient leur spectre d'hôte au cours de leur évolution. L'adhésine est un 
déterminant majeur de la spécificité d'hôte. L'examen approfondi de cette petite protéine 
révèle un concept modulaire qui lui permet simultanément d'être hautement spécifique pour 
les récepteurs présents à la surface bactérienne et évoluer pour modifier sa spécificité. 
Plusieurs évidences dans ce mémoire montrent que l'adhésine, possédant à la fois des 
éléments de structures à conserver et des déterminants de la spécificité qui doivent être 
multiples, a choisi les avantages d’un concept modulaire. En effet, en fonction de 
l’environnement où le phage se trouve, le concept modulaire permet à l’adhésine de modifier 
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aisément et de façon indépendante, des composants dont les rôles sont différents. De façon 
similaire, il est possible que d’autres virus de bactérie ou encore eucaryote choisissent les 
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